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1 Einleitung 
 
1.1   Allgemeines 
 
An der Schwelle zum 3. Jahrtausend steht der menschliche Organismus in Kontakt mit 
einer Vielzahl von schädlichen Umwelteinflüssen und muss sich zudem noch mit 
Lebensgewohnheiten auseinandersetzen, die seine Gesundheit gefährden. Folglich sieht 
sich die Menschheit konfrontiert mit einer stark ansteigenden Zahl von Erkrankungen des 
Herz-Kreislauf Systems, Tumorerkrankungen und Infektionen durch Mikroorganismen 
und Viren, die man bereits für besiegt hielt. 
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Abb. 01   Statistik Stand 1995, Eurotransplant 
 
 
Das Immunsystem als unser Abwehrsystem, kann oftmals den vielfältigen Noxen nicht 
standhalten oder wird sogar in verschiedenen Fällen gegen den eigenen Körper gerichtet 
aktiviert. Häufig manifestieren sich Autoimmunerkrankungen schon im Kleinkindesalter. 
Auf lange Sicht gesehen verlaufen Erkrankungen wie z.B. eine persistierende 
Hypertonie, eine Hepatitisinfektion oder das Tumorwachstum mit einer kontinuierlichen 
oder aber auch ansteigenden Schädigung von einem oder mehreren Organen. Eine 
manifeste Hepatitisinfektion kann im ungünstigsten Fall innerhalb weniger Wochen zu 
einem kompletten Organversagen führen. Viele pathologische  Veränderungen werden 
heutzutage frühzeitig diagnostiziert, wodurch schon im Anfangsstadium eine geeignete 
Therapie eingeleitet werden kann. So muss heute eine diagnostizierte Hypertonie mit 
beginnender Herzinsuffizienz nicht zwangsweise zu einer Herztransplantation führen. 
Wesentlich schlechter diagnostisch zu erkennen und nicht immer ausreichend 
therapierbar sind langsam progrediente Schädigungen eines Organs, wie z.B. die 
diabetische Nephropathie. Es ist kein Zufall, dass viele Typ-I-Diabetiker zwischen dem 
20. und 30. Lebensjahr einen dialysepflichtigen Nierenschaden besitzen. Im Falle eines 
kompletten Organversagens kann nach dem heutigen Stand der medizinischen 
Möglichkeiten nur eine lebensrettende Organtransplantation (TX) Abhilfe schaffen. Das 
jährlich am häufigsten transplantierte Organ ist die Niere, wobei jedoch eine ansteigende 
Einleitung
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Divergenz zwischen den Zahlen der potentiellen Empfänger und der verfügbaren Organe 
zu verzeichnen ist (s. Abb.02) (Persijn et al., 2001). 
 
  Folgende Zahlen gelten für Deutschland in den Jahren 1998-2000: 
 
Jahr Patientenzahl Niere Leber Pankreas Herz Lunge 
1998 Warteliste 9067 354 109 581 136 
 Transplantiert* 1997 699 175 528 117 
1999 Warteliste 9513 425 147 495 242 
 Transplantiert* 1905 719 209 48 125 
2000 Warteliste 9510 600 153 381 270 
  Transplantiert* 1641 692 232 407 147 
 
Tab. 01   Entwicklung der Wartelisten auf verschiedene Organtransplantationen von 1998-
2000 im Bereich von Eurotransplant   ( * nur Leichenspende) 
 
 
1.2   Nierentransplantation 
 
Die häufigste Ursache für Nierenerkrankungen im Endstadium ist die bereits erwähnte 
diabetische Nephropathie, gefolgt von der Nephroangiosklerose bei hohem Blutdruck 
und verschiedenen primären und sekundären Glomerulopathien unterschiedlicher Genese 
(z.B. Analgetikanephropathie, Infektionen, Autoimmunerkrankungen). Die 
Nierentransplantation gilt heute als kostengünstigste und wirksamste Therapie der 
terminalen Niereninsuffizienz. Die Kosten hierfür belaufen sich einschließlich des 
stationären Aufenthalts auf ca. 50.000 €, des Weiteren entstehen in der Folgezeit je nach 
Gewebeverträglichkeit und Häufigkeit von Abstoßungsreaktionen Behandlungskosten 
von 7.000 € bis 10.000 € pro Jahr. Demgegenüber stehen die Kosten einer 
Dialysebehandlung von ca. 30.000 € bis 50.000 € pro Jahr (Statistiken Eurotransplant, 
2001; Kasiske et al. 2000). Der jedoch wichtigste Parameter wird bei derartigen 
Vergleichen oft nicht berücksichtigt, der Gewinn an Lebensqualität nach der 
Transplantation. 
Die erste erfolgreiche Nierentransplantation wurde im Jahre 1954 in Boston, USA an 
eineiigen Zwillingen durchgeführt (syngene Transplantation). Mit der Entwicklung der 
immunsuppressiven Medikamente war es möglich die Transplantationen mit 
wachsendem Erfolg auch zwischen genetisch verschiedenen Individuen der gleichen Art 
durchzuführen (Allotransplantation). Die Indikation zu einer Nierentransplantation 
besteht grundsätzlich bei der dialysepflichtigen terminalen Niereninsuffizienz, wobei wie 
oben bereits erwähnt, unterschiedliche Erkrankungen zugrunde liegen. Bei der 
chronischen Dialysebehandlung sind die erheblichen Einschränkungen der 
Lebensqualität, aber auch arteriosklerotische Spätfolgen und Störungen im 
Knochenstoffwechsel zu bedenken. Des Weiteren muss unter der Dialysebehandlung der 
Ausfall der endokrinen Funktion der Nieren durch adäquate Hormonsubstitution 
kompensiert werden. Im Vordergrund stehen hierbei die Substitution des Erythropoetins                 
Einleitung
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Abb. 02   Entwicklung der Warteliste für eine Nierentransplantation im Bereich von 
Eurotransplant 
 
 
(EPO → renale Anämie), der Mineralocorticoide und die Gabe von Calcium-Phosphat 
zusammen mit Vitamin D3 zur Normalisierung des Knochenstoffwechsels. Bei Kindern 
kommt es zu einer deutlichen Wachstumsretardierung (renale Dystrophie). Im Falle einer 
diabetischen Nephropathie auf dem Boden eines schweren Diabetes mellitus ist auch die 
kombinierte Pankreas-Nierentransplantation in Erwägung zu ziehen (Becker et al., 2001). 
Folgende Grunderkrankungen sind die häufigsten Ursachen einer chronischen bzw. 
terminalen Niereninsuffizienz, die zu einer Nierenersatztherapie führen (Dialyse bzw. 
TX): 
 
 
 
 Alter 15-64 Jahre (%) Alter 65 Jahre und älter 
(%) 
Glomerulonephritis 27 13 
Interstitielle Nephritis 17 20 
Zystennieren 7 4 
Diabetes mellitus I / II 11 11 
Hypertonie 8 16 
übrige 16 15 
unbekannt 14 21 
 
Tab. 02     Ätiologie der terminalen bzw. chronischen Niereninsuffizienz, Eurotransplant 2001 
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1.3   Transplantationsimmunologie 
 
Die Zuteilung der Organe erfolgt hauptsächlich hinsichtlich der Blutgruppenidentität und 
der Kompatibilität der humanen Leukocyten Antigene (HLA) von Spender und 
Empfänger (Eurotransplant, 2001; Burdick, 2001). Obwohl eine größtmögliche Über-
einstimmung angestrebt wird, liegt jedoch nur bei etwa 20% der Patienten eine 
vollständige Übereinstimmung der getesteten HLA-Antigene vor. Die Anzahl der 
inkompatiblen Antigene liegt i.d.R. aber unter 6. Angegeben wird die mangelnde 
Übereinstimmung als „Missmatch“ (MM) mit der Anzahl der nicht übereinstimmenden 
HLA; z.B. MM2. Bei Patienten mit einem seltenen HLA-Antigenmuster wird im 
allgemeinen nicht auf eine perfekt kompatible Niere gewartet. Hinsichtlich der 
Blutgruppenkompatibilität zwischen Spender und Empfänger bei einer Organ TX gelten 
dieselben Regeln wie bei einer Bluttransfusion, jedoch spielen die Rhesusfaktoren keine 
Rolle. 
 
 
Spender  Empfänger 
A A oder AB 
B B oder AB 
AB AB 
0 alle 
 
Tab. 03   Blutgruppenkompatibilität bei Organtransplantationen 
(Burdick et al., 2001) 
 
 
Unter der Bezeichnung HLA versteht man die verschiedenen humanen Leukozyten 
Antigene, die von den MHC-Klasse I und Klasse II Genen kodiert werden. Zudem 
kodieren diese Gene für bestimmte Gewebeantigene, gegen die sich die Immunabwehr 
des Empfängers richten kann. Der menschliche MHC ist auf dem Chromosom 6 
lokalisiert. Dieser Abschnitt umfasst die Erbinformation der sog. humanen 
Leukozytenantigene (HLA), die wiederum in vier Gen-Blöcken auf dem HLA-Gen-
Locus unterteilt sind (Mackay, 2000): 
 
 
    
Klasse II Klasse IKlasse III
Chromosom 6 q Zentromer                p
Telomere Telomere
6p
21
.3
1
Regionen (Loci) 6
p2
1.
31
 
 
Abb. 03   Lokalisation des HLA- Komplexes auf Chromosom 6 
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Die „klassischen“ HLA-Antigene bezeichnet man heute genauer als HLA-Klasse-I-
Antigene. Diese sind heterodimere Ketten, die sich aus einer α-Kette und dem damit 
assoziierten β2-Mikroglobulin zusammensetzen. Die α-Ketten bestehen wiederrum aus 
drei Untereinheiten und werden durch A-, B-, C- Regionen des MHC-Klasse-I-Gens auf 
Chromosom 6 kodiert (HLA-A, HLA-B, HLA-C). Im Gegensatz zu den monomorphen 
β2-Mikroglobulin sind die α-Ketten polymorph (Natarajan, 1999).  
Das MHC-Klasse-II-Gen kodiert für HLA-Klasse-II-Antigene, die aus einer α- und einer 
β- Kette bestehen, die wiederum in je zwei Untereinheiten gegliedert sind. Man 
bezeichnet diesen Genabschnitt in Anlehnung an die Unterteilung MHC-Klasse-I-Gen als 
HLA-D Abschnitt. Diese HLA-D-Region spaltet sich in die drei Unterregionen auf 
(HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR) (Little, 1999). Nach Vorliegen der HLA-Typisierung des 
Spenders durch Überprüfung dieser 6 HLA wird die Niere nach Kriterien der 
Blutgruppenidentität sowie bestmöglicher HLA-Kompatibilität (HLA-Matching) den 
Patienten auf der Warteliste zugeteilt. 
 
 
MHC-Klasse-I-Gene - auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert 
- wichtig für die Antigenerkennung durch zytotoxische T-
Zellen 
MHC-Klasse-II-Gene - beschränkte Gewebeverteilung; auf 
antigenpräsentierenden Zellen exprimiert 
- wichtig für Antigenerkennung durch T-Helferzellen 
MHC-Klasse-III-Gene - umfassen u.a. viele Komplementkomponenten 
- kodieren für Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) 
MHC-Klasse-IV-Gene - kodieren für Moleküle, die den Klasse-I-Antigenen 
ähneln 
- wirken vermutlich als Differenzierungsantigene bei der 
Entwicklung 
 
Tab. 04   Differenzierung der MHC- Gene 
 
Die gesamte MHC-Region auf dem Chromosom 6 wird normalerweise zusammen 
weitervererbt. Somit wird der MHC aus den beiden Haplotypen der Eltern gebildet, die 
entsprechenden HLA beider Haplotypen werden auf den Zelloberflächen exprimiert. In 
unterschiedlichen Populationen variiert die Häufigkeit bestimmter Allele in großem 
Maße, so dass bestimmte HLA-Typen besonders häufig auftreten können, andere 
wiederum sehr selten zu finden sind. Neben der Bedeutung der bei 
Transplantatabstoßungsreaktionen spielen bestimmte HLA auch bei 
Autoimmunerkrankungen eine Rolle, so z.B. bei rheumatoider Arthritis oder Myasthenia 
gravis. Unterscheiden sich HLA-Typ des Spenders und des Empfängers, bedeutet dies, 
dass an den Zelloberflächen des Transplantats MHC-Strukturen vom Immunsystem des 
Empfängers als „fremd“ eingestuft werden und folglich attackiert werden. Je größer die 
Unterschiede des HLA-Typs von Spender und Empfänger sind, desto wahrscheinlicher 
wird eine Abstoßungsreaktion (Mackay et al., 2000). 
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Abb.04  Darstellung der HLA I und II Antigene 
auf einer Zelloberfläche (vgl. Tab. 04) 
 
Erstaunlich ist auch, dass nicht alle HLA-
Subtypen eine gleich intensive Immun-
reaktion beim Empfänger hervorrufen, so 
ist z.B. bei einer HLA-B und zugleich 
HLA-DR Übereinstimmung eine signifikant 
bessere Transplantatüberlebensrate zu 
erwarten, als bei Gleichheit anderer HLA. 
Besondere Erwähnung verdienen die 
löslichen Klasse I Antigene (sHLA I) im 
menschlichen Serum auch in anderen 
Körperflüssigkeiten (Urin Speichel, 
Schweiß, Liquor cerebrospinalis). Ihre 
Rolle bei vielen Autoimmunerkrankungen 
ist noch nicht geklärt, jedoch im Bezug auf 
die Transplantationsimmunologie muss 
man sie als ein zweischneidiges Schwert 
betrachten. Nach erfolgter Organ-
transplantation   werden   deutlich   erhöhte 
Spiegel des sHLA I in Plasma und im Transplantat festgestellt. Einerseits sind die sHLA 
I in der Lage die Immunabwehr zu induzieren, andererseits aber auch eine 
Immuntoleranz zu bewirken (Abdelnoor, 2001). So konnte gezeigt werden, dass bei 
Hauttransplantationen nach vorausgegangener Injektion des Spender sHLA I Komplexes 
die Transplantatüberlebensrate deutlich erhöht werden konnte. Jedoch werden diese 
Regulationsmechanismen noch nicht ausreichend verstanden um daraus Konsequenzen 
für die Transplantation abzuleiten 
 
                                  
α1 Helix
β-Faltblatt
α2 Helix
 
 
Abb. 05   Ribbon Modell der Tertiärstruktur der Peptidbindungs-
stelle eines HLA I Moleküls.(Little, 1999). (vgl. Abb.04) 
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1.4   Herkunft und Verteilung der Organe, Transplantationsgesetz (TPG) 
 
Die Spenderorgane stammen zu über 95% von hirntoten Spendern (Leichenspende = 
cadaveric graft). Das Verfahren der Feststellung des Hirntodes wurde 1968 von einer 
Arbeitsgruppe der Harvard Medical School, USA entwickelt und löste die bis dahin 
übliche Definition des Coma depassé (irreversibles Koma) ab (Taylor, 1997). Seither ist 
dieses Verfahren einer der größten Kritikpunkte der Transplantationsmedizin und sorgt 
zudem immer wieder für Horrorvorstellungen in der Bevölkerung. Geschürt wird die 
Diskussion um diese Diagnose leider durch mehrere Fälle, bei denen bereits zur 
Organentnahme freigegebene „Hirntote“ wieder das Bewusstsein erlangten. Nach 
Feststellung des Hirntodes durch zwei unabhängige Ärzte sorgt man beim Spender für 
stabile Kreislaufbedingungen und eine normale Nierenfunktion. Anschließend können 
die Nieren entfernt, gespült, durch Perfusion gekühlt und in speziellen gepufferten 
Kühllösungen bei 4°C zur Vorbereitung auf den Transport konserviert werden. Bewährte 
Pufferlösungen sind u.a. die „University-of-Wisconsin-Solution“ (UW Lösung) und die 
„Celsior Solution“. Diese Lösungen enthalten verschiedene Elektrolyte, Kohlenhydrate 
und Antioxidantien, sind gewebe-isotonisch (320 mOsmol/kg) und –isohydrisch (pH 
7,3). Es gibt viele klinische und tierexperimentelle Untersuchungen zu den 
Auswirkungen bei der Verwendung bestimmter Konservierungslösungen im Hinblick auf 
Freisetzung von Mediatoren (Interleukine, Interferone, NO etc.) und Auswirkungen auf 
die Transplantatüberlebensrate bzw. unmittelbare Transplantatfunktion (Wildhirt et al., 
2000). Nieren sollten nicht länger als 36 Stunden gelagert werden, diese können dennoch 
verwendet werden, wenn die Organe kontinuierlich mit einer Sauerstoff angereicherten 
Plasmalösung perfundiert wurden.  
Die Alternative zur Leichenspende ist die Nierenlebendspende von Nicht-Blutsver-
wandten (LURD: living unrelated donors), sowie von Angehörigen der Nierenkranken 
(LRD: living related donors) (UNOS, 2001; DSO, 2001). Die Vorteile dieser Art der 
Organspende liegen klar auf der Hand: Organentnahme und TX können zeitlich optimal 
aufeinander abgestimmt bzw. geplant werden und im günstigsten Fall sogar in derselben 
Klinik vorgenommen werden. Die Risiken die der Organspender hierbei eingeht sind 
relativ gering und die möglichen Komplikationen nach der Entnahme sind allgemeiner 
Natur (z.B. Wundschmerz, Infektionen, Blutungen etc.), wobei die Mortalität unter 0,05 
% liegt. Die Anwendung minimal invasiver OP Methoden bei der Nephrektomie 
minimieren das Risiko für den Spender zusätzlich. Im Angehörigenbereich ist eine  
steigende Zahl von Organspenden zu verzeichnen, wogegen die Spende von LURDs 
noch eine untergeordnete Rolle spielt. Erfreulich ist zu diesem Thema auch das Ergebnis 
der jüngsten FORSA-Umfrage vom 24.01.2002 laut der 72% der Deutschen 
grundsätzlich zu einer Organspende bereit sind und 98% ein fremdes Organ annehmen 
würden. Absolute Auschlußkriterien für eine Organspende, sei es von einem lebenden 
oder hirntoten Spender sind akute maligne Tumorerkrankungen, HIV-Infektionen sowie 
eine Sepsis mit Keimnachweis im Blut. Hingegen sind Malignome in jüngerer 
Vergangenheit (ohne ein tumorfreies Intervall von mind. 2 Jahren), chronische 
Infektionen, HIV-Infektionen und schwere psychische Erkrankungen eine 
Kontraindikation für den Empfänger zur Nierentransplantation. 
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Das Transplantationsgesetz (TPG) und die Verteilung der Organe 
 
Die gesetzliche Grundlage für die Spende, Entnahme und Übertragung von menschlichen 
Organen ist das TPG vom 5. November 1997 (BGBL.I S.2631). Das Gesetz legt fest, daß 
der kommerzielle Handel von menschlichen Organen verboten ist (§§1, 17, 18). 
Weiterhin dürfen Organe zur Lebendspende nur an Verwandte 1. oder 2. Grades (LRD) 
oder „offenkundig nahe stehende Personen“ (LURD) gespendet werden (§8). Wichtig ist 
darauf hinzuweisen, dass es sich im Falle der LURD um eine Organ-„Spende“ handelt, 
für die der Spender nicht bezahlt werden darf. Eine Grauzone stellen die sog. Über-
Kreuz-Lebendspenden (Cross- over-Spenden) von gleichbetroffenen Paaren dar, wobei 
sozusagen im Tauschwege jeweils der gesunde Partner dem nierenkranken Partner des 
anderen Paares eine Niere spendet. Da sich die Paare nur zu dem Zwecke der TX kennen 
lernen gerät man in Konflikt mit dem §8 (s.o.). Weitere Kernpunkte des Gesetzes sind die 
Aufklärung der Bevölkerung über die Möglichkeiten der Organspende und die strikte 
Trennung von Verantwortlichkeiten bei der Organentnahme und der Organvermittlung. 
Im Europarat wird durch den Lenkungsausschuss für Bioethik momentan an einem 
einheitlichen Gesetzesentwurf gearbeitet. 
Die Koordinierungsstelle für OrganTX in Deutschland ist die DSO (Dt. Stiftung für 
OrganTX) in Neu-Isenburg, die Vermittlung der  Organe erfolgt über die Eurotransplant 
Zentrale in Leiden, NL für Deutschland, Österreich und die Benelux Staaten. Das 
amerikanische Pendant ist die UNOS (United Network for Organ Sharing). Hier werden 
mit dem Computerprogramm X-COMB (nur bei Nieren-TX) Übereinstimmungen mit 
den Spender- und Empfängerdaten hinsichtlich des HLA-Matches, der Wartezeit und des 
potentiellen Transportweges der Organe ermittelt. Der Patient wird dann von dem 
entsprechenden Zentrum zur Transplantation einbestellt und es beginnt unmittelbar die 
allgemeine und spezielle OP Vorbereitung. Im Mittel liegt die Wartezeit auf ein 
Spenderorgan bei 4 Jahren, so dass verschiedene Vorsorgeuntersuchungen beim 
Empfängers regelmäßig wiederholt werden müssen. Die Verteilung der verfügbaren 
Spenderorgane ausschließlich nach HLA-Kompatibilität ist allerdings umstritten. 
Obgleich große Studien eine bessere Prognose im Langzeit-Verlauf nach 
Nierentransplantation bei guter Übereinstimmung der HLA-Muster zwischen Spender 
und Empfänger zeigen konnten, sind diese Unterschiede bei den heute verfügbaren 
Immunsuppressiva doch relativ gering. Gute Ergebnisse können auch bei komplett HLA 
inkompatiblen, lediglich blutgruppenidentischen Transplantaten erreicht werden 
 
 
1.5   Durchführung der Operation und Prognose  
 
Wurde der Patient zur Nierentransplantation einbestellt erfolgen zunächst umfangreiche 
Voruntersuchungen bis die eigentliche Nierentransplantation beginnt. Im Sinne einer 
Minimierung der Ischämiezeit wird die Transplantation so schnell wie möglich 
vorgenommen. Es wird grundsätzlich nur eine Niere verpflanzt, da sie zur 
Aufrechterhaltung der Nierenfunktion völlig ausreichend ist. Bis auf wenige Ausnahmen 
(Infektionen der Nieren, Zystennieren) werden die eigenen Nieren im Körper belassen 
(Morris, 2001). 
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Abb. 06     Darstellung der heterotopen NierenTX in die Fossa iliaca 
 
 
Je nach Verhältnisse dauert die Operation 2- 4 Stunden, wobei die Transplantation der 
Niere in der Regel heterotop in die Fossa iliaca (Beckenschaufel) erfolgt. Die A.renalis 
wird end-to-side mit der empfängerseitigen A.iliaca communis (Beckenarterie) 
anastomosiert, die V.renalis end-to-side mit der V.iliaca externa (Beckenvene) (Shapiro, 
1998). Der Ureter wird im Sinne einer Ureterneozystostomie direkt in die Harnblase 
eingepflanzt, wobei die Anastomosierung mit der Blasenschleimhaut erfolgt. Es wird 
eine Antirefluxplastik nach Gregoire angelegt, um hierdurch Harnwegsinfekte zu 
vermeiden. Bei verschiedenen Vorerkrankungen müssen dem Empfänger möglicherweise 
die Eigennieren entfernt werden. Dies ist z.B. der Fall bei der Analgetikanephropathie, da 
hier die Gefahr einer malignen Entartung des Urothels beträchtlich ist und die Diagnose-
stellung eines Urothel-Carcinoms bei Oligo- oder gar Anurie erst sehr spät möglich ist. 
Weiterhin wird man eine beidseitige Nephrektomie bei polyzystischen 
Nierenerkrankungen aber auch bei Infektionen und Einblutungen in Zysten in Erwägung 
ziehen (Morris, 2001). 
Postoperativ ist auf eine ausreichende Diurese zu achten, evtl. muss ein i.v. Bolus von bis 
zu 80mg Furosemid gegeben werden. Grundsätzlich wird unmittelbar nach jeder 
Nierentransplantation eine Farbdopplersonographie der Transplantatgefäße durchgeführt. 
Ausgeschlossen werden muss v.a. eine venöse Thrombose, ein Abflusshindernis sowie 
ein Urinleck. Bei unkompliziertem Verlauf dauert der stationäre Aufenthalt ca. 3-4 
Wochen, danach erfolgt die Nachsorge ambulant in immer größer werdenden Abständen 
in den Transplantationszentren. Die immunsuppressive Medikation wird nach einem 
standardisierten Schema festgelegt, auf das später noch genauer eingegangen wird. Das 
Patientenüberleben ein Jahr nach Nierentransplantation liegt bei ca. 95% und entspricht 
damit im wesentlichen der Lebenserwartung an der Dialyse, wobei das 
Transplantatüberleben ganz entscheidend durch das immunologische Risiko des 
Empfängers beeinflusst wird. Hierbei ist ein wichtiger Parameter der Nachweis 
alloreaktiver cytotoxischer Antikörper im Serum des Empfängers. Diese Antikörper 
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können sich auch durch Schwangerschaften, Bluttransfusionen und im Rahmen 
vorausgegangener Organtransplantationen entwickeln. Nach der Transplantation beträgt 
das 1-Jahres-Transplantatüberleben bei nicht-immunisierten Patienten inzwischen bis zu 
90%, nach 5 Jahren arbeiten noch ca. 65 – 70% und nach 10 Jahren noch ca. 50% der 
Transplantatnieren (Eurotransplant, 2001). Im Mittel gehen also nach dem ersten Jahr 
pro Jahr ca. 6% der Nieren verloren. Die Ursachen hierfür sind u.a. chronische 
Dysfunktionen und chronische Abstoßungsprozesse, aber auch Rezidive der 
Grundkrankheit und eine chronische Toxizität des CsA. Eine besondere Rolle scheint der 
arteriellen Hypertonie zu zukommen, da Patienten mit Hypertonus häufiger eine 
chronische Transplantatdysfunktion erleiden als Normotoniker. Bei einer erneuten TX ist 
das Transplantatüberleben aufgrund eines erhöhten immunologischen Risikos durch das 
oben angesprochene Problem alloreaktiver Antikörper etwas schlechter. Das 1-Jahres-
Transplantatüberleben beträgt hierbei etwa 80 %, nach der 3.Transplantation ca. 70%. 
 
 
1.6   Immunsuppressive Therapie und das Drug Monitoring 
 
Um die immunologischen Abstoßungsmechanismen bestmöglich zu unterdrücken sind 
ausgeklügelte Medikationsschemata, sowie ein lückenloses „Therapeutisches Drug-
Monitoring“ (TDM) unbedingt erforderlich. Man beginnt 6 Stunden post-operativ mit der 
Gabe von Cyclosporin, und zwar 7-10 [mg/kg*d] p.o. z.B. Sandimmun Optoral auf 2 
Tagesdosen verteilt, in den USA gibt es ein Therapieschema mit präoperativer CsA 
Gabe. Immunisierte Patienten erhalten eine etwas höhere Dosis, 10 [mg/kg*d] p.o. 
Zusätzlich bekommen die Patienten 2[g/d] Mycophenolat-mofetil (Cellcept) und 250 
[mg/d] Methylprednisolon (Urbason), dessen Dosis dann am 2.Tag auf 100 [mg/d] 
reduziert und am 3. Tag durch Prednisolon (Decortin) ersetzt wird (Land, 2001). 
Immunisierte Patienten erhalten wiederum eine etwas höhere Dosis an Glucocorticoiden. 
Nach Erreichen der Ziel-Tal-Spiegel des CsA (160-180 [ng/ml]) kann die Dosis auf 5-7 
[mg/kg*d] reduziert werden. Bei einigen Patienten, sowie bei Kindern, die infolge ihres 
kleineren Intestinums auch zur Malabsorbergruppe zu zählen sind, kann es z.B. nach 
LeberTX nötig sein die Initaldosen parenteral zu geben. Wie bei keinem anderen 
Arzneistoff stand das TDM des CsA in den letzten Jahren in der klinischen Diskussion 
(Benet, 1999; Barone, 1996; Belitsky et al., 2000; Marsh, 1999; Meier-Kriesche, 1998). 
Die großen inter- und intraindividuellen Schwankungen der Bioverfügbarkeit sind die 
Gründe für eine individuelle pharmakokinetische Überwachung. Da es sowohl aus 
Kostengründen als auch wegen der nicht zumutbaren Belastung für den Patienten, nicht 
möglich ist eine komplette Pharmakokinetik zu bestimmen, muss nach geeigneten 
Parametern für die CsA Bioverfügbarkeit gesucht werden (Cole, 2000; Lundgren 1986; 
Noble, 1995). Klinisch verbreitet ist die Bestimmung der trough-Spiegel (Talspiegel) 
eines Arzneistoffs im Plasma im steady-state unmittelbar vor der nächsten Gabe. Man 
bezeichnet diesen Wert auch als C0-Wert. Viele groß angelegte Studien zeigten jedoch, 
dass der Talspiegel oft sehr schlecht die Schwankungen der CsA Bioverfügbarkeit 
wiedergibt, zumal die Gewebespiegel ca. zehnfach höher liegen, bei einer sehr raschen 
Umverteilung aus dem Plasma in das Gewebe. Obwohl bei vielen Patienten die Tal-
Spiegel im Normbereich waren (160-180 [ng/ml]) zeigten sie Abstoßungsreaktionen 
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(Frei, 1999). Es wurden einige alternative Vorschläge zur C0- Bestimmung gemacht, u.a 
eine „Hochrechnung“ der AUC mittels einer 3-Punkt-Messung 1, 2 und 5 h nach Gabe, 
wogegen jedoch viel für eine Gehaltsbestimmung nach 2h (C2-Methode) spricht 
(Cantarovich, 1998; Helderman, 1999; Levy, 2001). Der Grund dafür ist, dass das tmax 
des Sandimmun Optoral bei 2h liegt. Man analysiert somit die maximale 
Plasmakonzentration cmax , die viel aussagekräftiger das Ausmaß der Bioverfügbarkeit 
widerspiegelt als der Talspiegel, jedoch dürfte es schwierig sein ein derartiges Konzept 
im klinischen Alltag zu verwirklichen. 
 
 
1.7   Pharmakologie und Galenik des CsA 
 
1.7.1 Bioverfügbarkeit 
 
Historische Anmerkungen 
 
Im Jahre 1970 wurde in einer Erdprobe der Hardanger-Vidda Hochebene in Norwegen 
ein neuer Pilzstamm aus der Gruppe der Fungi imperfecti entdeckt. Er erhielt den Namen 
Tolycopladium inflatum Gams und wurde in den Laboren der Sandoz AG, Basel 
untersucht. Es wurden mehrere pharmakologisch interessante Verbindungen daraus 
isoliert, u.a. das CsA. Der geplante Einsatz als Antimykotikum wurde revidiert, nachdem 
man im Tierversuch eine starke immunsuppressive Wirkung festgestellt hatte. Ein 
semisynthetisches Präparat konnte trotz vielfacher Anstrengungen aufgrund der starken 
Abhängigkeit der immunsuppressiven Aktivität der Substanz von der stereochemischen 
Struktur bis heute nicht hergestellt werden. Das CsA als Reinsubstanz ist hochlipophil 
und ist in dieser Form nach oraler Gabe nicht resorbierbar. Das erste auf dem Markt 
verfügbare Präparat Sandimmun, Sandoz AG, enthielt das CsA gelöst in einer Mischung 
aus Ethanol und Olivenöl. Die Einführung des Präparates vor etwa  20 Jahren 
revolutionierte die Transplantationsmedizin, doch zeigte sich bald, dass das CsA einer 
hohen inter- sowie intraindividuelle Schwankung der Bioverfügbarkeit unterliegt 
(Amante, 1997; Brone, 1996). Insbesondere bei Lebertransplantaten wurde eine im 
Vergleich zu anderen transplantierten Organen eine deutlich höhere Abstoßungsrate 
verzeichnet. Die hohen Schwankungen der Bioverfügbarkeit hatten verschiedene 
Ursachen: Zum einen unterlag die inkorporierte Dosis im Gastrointestinaltrakt dem 
Angriff von Proteasen, zum anderen ist für die Resorption aus der Lipidphase eine gute 
Dispersion erforderlich. Diese wurde von Gallensalzen bewerkstelligt, die aber 
gleichzeitig auch Präzipitate von Fettsäuresalzen und CsA verursachten und somit die 
Resorption für einen erheblichen Teil verhinderten. Es ist offensichtlich, dass die 
Resorption damit ebenfalls starken Schwankungen unterliegt, da sie vom Gallenfluss, 
von der Anwesenheit von Nahrungsbestandteilen, der Darmmotilität etc. abhängt. Dies 
erklärt auch die schlechte Resorption bei Lebertransplantierten (Arumugam, 1998; Belli, 
1994), die bis zu mehreren Wochen nach der Operation einen verminderten Gallenfluß 
besitzen oder sogar eine Gallengangdrainage besitzen. Um die orale Bioverfügbarkeit des 
CsA zu verbessern konzentrierte sich die pharmazeutisch-technologische Forschung in 
den folgenden Jahren auf die Entwicklung einer „Mikroemulsion“ als Trägersystem. 
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1.7.2 Technologie der Mikroemulsion  
 
Der Begriff der Mikroemulsion wurde bereits 1940 von Hoar und Schulman geprägt, die 
eine milchige Emulsion mit Hexanol titrierten bis sie schließlich eine klare einphasige 
Lösung erhielten. Thermodynamisch betrachtet besteht zwischen einer Emulsion und 
einer Mikroemulsion ein großer Unterschied. Eine Emulsion ist ein 2 Phasensystem (OW 
oder WO) mit einer Phase im Überschuss (= Außenphase), wobei der Tyndalleffekt 
durch die feine Dispersion der Innenphase hervorgerufen wird. Durch die starke 
Entropiezunahme ist eine Emulsion thermodynamisch sehr instabil und erleidet nach 
mehr oder weniger langer Zeit eine Phasenseparation. Eine Mikroemulsion hingegen ist 
ein 1 Phasensystem, zwar auch aus hydrophilen, lipophilen und amphiphilen 
Bestandteilen,    aber   bei   ganz    bestimmten    Konzentrationsverhältnissen   dieser   3  
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Abb. 07     Pseudo-ternäres Phasendiagramm zur schematischen Dar- 
Stellung der Phasenverteilung einer Emulsion 
 
 
Komponenten verschwindet die Phasengrenze und es entsteht eine optisch völlig 
transparente Lösung, die thermodynamisch stabil ist und eine gelartige Konsistenz 
aufweist („swinging gels“). Differenzieren davon muss man sehr feine hochdisperse 
Emulsionen, die aufgrund der Tröpfchengrößen der Innenphase unterhalb der 
Wellenlänge des sichtbaren Lichtes (< 400 nm) auch beinahe transparent sind. Sowohl 
lipophile als auch hydrophile Substanzen können in einer Mikroemulsion sehr gut 
dispergiert werden, bei gleichzeitiger ausgezeichneter Stabilität. Jedoch wir der Begriff 
der Mikroemulsion oftmals mßinterpretiert, so im Falle der „self-(micro-)emulsifying-
drug-delivery-systems“ (S(M)EDDS) (Bagwe, 2001; Tenjarla, 1999). Diese 
Formulierungen besitzen einen sehr hohen Emulgatoranteil und sind beinahe wasserfrei. 
Erst nach Inkorporation z.B. als Weichgelatine Kapsel, formt sich daraus unmittelbar 
nach Kontakt mit der wässrigen gastrointestinalen Flüssigkeit eine sehr feine Emulsion 
unter Phaseninversion mit guter Stabilität. Der prominenteste Vertreter dieser Klasse ist 
das CsA Medikament Sandimmun Neoral (=Sandimmun Optoral), Novartis Pharma. 
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Es ist deswegen keine echte Mikroemulsion, da diese nur in einem ganz engen 
Konzentrationsfenster der 3 Komponenten existiert (s. Abb. 07). Durch ausgeklügelte 
Kombination der Bestandteile z.B. verschieden lange Triglyceridketten, bestimmte 
Emulgatoren wird zudem die Resorption erleichtert und in gewissem Maße ein Schutz 
gegen abbauende Enzyme im Verdauungssaft aufgebaut. Im Falle des CsA führte diese 
Galenik zu ein erhöhten Bioverfügbarkeit und geringeren Schwankungen der 
Bioverfügbarkeit (Kahan, 1994; Keown, 1996; , da die Resorption nicht mehr von der 
Fähigkeit zur Emulgierung oder von gleichzeitig vorhandenen Nahrungsbestandteilen im 
Gastrointestinaltrakt abhängt. Somit können auch bei lebertransplantierten Patienten 
ausreichende Wirkstoffspiegel erreicht werden. Ein Vergleich pharmakokinetischer 
Parameter von Sandimmun und Sandimmun Optoral ist in Tab.05 dargestellt, mit 
deutlich verbesserten Werten für die „Mikroemulsion“. 
 
 
PARAMETER SANDIMMUN SANDIMMUN NEORAL 
Tmax   [h] 3,5 1,5 
Cmax   [µg/l] 528 997 
Cmin   [µg/l] 92 94 
AUC [µg*h/l] 2432 3454 
PTF   [%] 212 317 
 
Tab. 05   Pharmakokinetische Parameter (Browne, 1994), PTF: peak-to-trough-
fluctuation 
 
 
1.7.3. Pharmakodynamik 
 
Das Immunsuppressivum CsA gehört wie das Makrolid Tacrolimus (FK506) zur Klasse 
der Calcineurin (CaN) Inhibitoren (s.Abb.08). Dieses an der endofacialen Seite im 
Cytoplasma lokalisierte Enzym katalysiert u.a. einen essentiellen Schritt in der 
Regulation der Interleukin-2 Genexpression (Lorber, 1989). CsA bindet an eines der sog. 
immunkompetenten Proteine im Cytoplasma (Immunophiline), das Cyclophilin A 
(CypA) (Chaudhuri1, 1995; Chaudhuri2, 1995). Zur Bindung von CsA an Cyclophilin 
sind die Aminosäuren 1, 2, 10, 11 des CsA Moleküls essentiell. Die Cyclophiline 
katalysieren cis/trans Umlagerungen von Peptidy-Prolyl-Bindungen, weswegen man sie 
auch als Rotamasen bezeichnet. In vivo sind unter CsA Therapie nur ca. 1-2% des Cyp A 
besetzt, was bedeutet, daß die Hemmung der Isomeraseaktivität einen untergeordneten 
Effekt darstellt. Dieser binäre Komplex kann sich nun an das durch Ca2+/Calmodulin 
(CaM) aktivierte Enzym CaN anlagern und einen ternären Komplex bilden, der nicht 
mehr in der Lage ist den ebenfalls im Cytosol vorhandenen Transkriptionsfaktor NF-
ATc, der ein Substrat darstellt, zu binden und zu dephosphorylieren (Clipstone 1993; 
Fruman, 1992 Liu, 1991). NF-ATc kann dadurch nicht mehr mit der nukleären 
Komponente des NF-AT, dem NF-ATn, verbinden, da die nukleäre Translokation 
unterbleibt. Das oktameren-aktivierende Protein (OAP), das ebenfalls ein Substrat des 
CaN ist, kann ebenfalls nicht translociert werden. In der Folge bleibt die Aktivierung der 
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Gentranskription v.a. des IL-2, -3,- 4 sowie des GM-CSF, TNFα und IFNγ aus (Elliott, 
1984), somit wird der T-zellrezeptoraktivierte Signaltransduktionsweg gehemmt. Die 
Folgen sind eine konzentrationsabhängige Hemmung der T-Zellproliferation und der 
Ausreifung antigenspezifischer cytotoxischer T-Lymphocyten. Weiterhin wird dadurch 
indirekt die von T-Zellen abhängige Freisetzung von IL-1 aus Makorphagen blockiert, 
die humorale Abwehr bleibt davon unberührt. Sind bereits manifeste 
Abstoßungsreaktionen im Gange, so ist die Wirkung des CsA stark eingeschränkt. 
Aufgrund dieser selektiven Hemmung der T-zellvermittelten Immunantwort wird das 
CsA auch erfolgreich bei Graft-versus-Host-Reaktionen nach Knochenmarks-
transplantation und bei schweren Formen der Psoriasis und rheumatoiden Arthritis 
eingesetzt. Einen beinahe identischen Wirkmechanismus besitzt das Makrolid 
Tacrolimus, welches aber im Gegensatz zum CsA, im Cytosol an FKBP bindet und 
danach das CaN hemmt. 
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Abb. 08     Molekularer Wirkmechanismus des Cyclosporin A 
 
 
1.7.4  Unerwünschte Wirkungen 
 
Aufgrund des vorrangigen Einsatzgebietes des CsA als Immunsuppressivum nach 
Organtransplantationen, ist es als Langzeitpharmakon zu betrachten und man muss den 
unerwünschten Wirkungen des Pharmakons eine besondere Beachtung schenken. Die 
Nebenwirkungen sind breit gestreut, wobei die Nephrotoxizität, die Hypertonie und eine 
bisweilen auftretende Hepathopathie und Neurotoxizität die größte klinische Bedeutung 
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besitzen. Neben der Nephrotoxizität, der Hypertonie und der Hepathopathie kann man 
die restlichen Nebenwirkungen den großen intraindividuellen Schwankungen in der 
Bioverfügbarkeit zuordnen mit zeitweise auftretenden sehr hohen Wirkstoffspiegeln. Als 
weitere unangenehme Begleiterscheinungen sind gastrointestinale Beschwerden, 
Hypertrichose und die Gingivahyperplasie anzuführen. Eine gehäufte Inzidenz von 
Infekten, die bei einer starken Immunsuppression denkbar wäre, tritt unter CsA nicht auf. 
Hingegen ist die Zahl maligner Tumoren, v.a. von möglicherweise viral bedingten 
Lymphomen, bei hoher Dosierung leicht erhöht.  
 
Hypertonie 
 
Ein hoher Blutdruck ist bei etwa 60-70% aller mit CsA (Haas, 1997) behandelten 
Patienten zu verzeichnen, wobei das zuvor zugrundeliegende Krankheitsbild eine große 
Rolle spielt. In Akutversuchen an Ratten, denen eine CsA Formulierung bei 
gleichzeitiger intraarterieller Blutdruckmessung i.v. verabreicht wurde, zeigte sich eine 
sofortige Blutdrucksteigerung, die über eine halbe Stunde anhielt. Es konnte jedoch 
gezeigt werden, daß zumindest für einen Teil dieser akuten Blutdruckerhöhung ein 
Emulgator, Chremophor EL (poly-oxyethylenisiertes Rizinusöl), verantwortlich gemacht 
werden kann. 
Die Hypertonie manifestiert sich mehrere Monaten nach der Transplantation und ist als 
ernstzunehmende Komplikation zu betrachten (Cifkova, 2001), der ggf. mit 
Antihypertensiva begegnet werden muss. Die Ursachen sind noch nicht vollständig 
geklärt, fest steht jedoch, dass in der Frühphase der Hypertonie ein erhöhter 
Sympathikustonus nachgewiesen werden kann (Grobecker et al., 1995, Scherrer et al., 
1990) und sich im Laufe von Wochen und Monaten eine renale Vasokonstriktion einstellt 
(Radermacher, 1998). Offensichtlich sind neben dem sympatho-adrenalen System (SAS) 
auch andere pressorische Systeme wie das Endothelinsystem (ETS) (Cairns, 1988) 
beteiligt. Das Renin-Angiotensin System (RAS) scheint hierbei eine untergeordnete Rolle 
zu spielen (Farge et al., 1998; Rettig et al., 1994). Ein in diesem Zusammenhang 
wichtiger Aspekt ist die erhöhte Neurotransmitterfreisetzung (z.B. von Noradrenalin) 
unter CaN-Blockade (Kopsa, 1989). 
 
Nephrotoxizität 
 
Ein lückenloseres TDM hat dazugeführt die Nephrotoxizität des CsA zu reduzieren, 
jedoch treten immer wieder gravierende Schädigungen auf (Banfi, 1987; Carmellini, 
1990; Dieperkink, 1987; Dieperkink, 1989). Die Ursachen für die Mikrocalzifikationen 
und interstitiellen Nephritiden sind noch nicht aufgeklärt (D´Agati, 1995), jedoch nimmt 
man an, dass durch die CaN Blockade das komplexe Autoregulationsystem der Niere 
gestört wird. Eine entscheidende Rolle scheint das Endothelinsystem zu spielen, das eine 
renale Vasokonstriktion verursacht. Der häufig beobachtete oxidative Streß in der Niere 
könnte eine Folge desselben sein und es wird angenommen, daß die Nierenschädigung 
mit der Hypertonie kausal verbunden ist. Die Gabe von NO-Vorstufen (z.B. L-Arginin) 
oder Antioxidantien (z.B. Vitamin E) können dieser Art der Schädigung mit Erfolg 
entgegenwirken, jedoch ist der gesamte Pathomechanismus der Nierenschädigung zu 
komplex, so dass noch viele Schritte aufgeklärt werden müssen. Ein sehr guter Marker 
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für derartige hypoxische Zustände sind spezielle Prostaglandinmetaboliten, so z.B. das 8-
Isoprostan (=8-epi-PGF2α) (Chehne, 2001; Helmersson, 1999; Helmersson, 2001; 
Fukunaga, 1993), welches auch in der vorliegenden Arbeit bestimmt wurde. Ein noch 
weitgehend unerforschter Ansatzpunkt sind möglicherweise toxische Wirkungen 
verschiedener CsA Metaboliten, die sich allerdings in der Mesangialzellkultur als 
weniger toxisch erwiesen als die Muttersubstanz (s. Kapitel 5). 
 
Neurotoxizität 
 
Die Neurotoxizität des CsA tritt im Vergleich zu den bereits beschriebenen 
Nebenwirkungen klinisch nicht so häufig auf, doch werden immer wieder 
ernstzunehmende akute Komplikationen beobachtet. Chronische neurologische 
Störungen, wie Tremor, Schwindel und Parästhesien, sind eher als harmlos einzustufen 
und sind meist nach einer Dosisreduktion vollständig reversibel. Akute Zwischenfälle 
treten fast ausschließlich nach intravenöser Applikation, die oftmals bei Kindern 
aufgrund ihrer geringeren Resorptionsfähigkeit nötig ist, auf. Obwohl das CsA trotz 
seiner hohen Lipophilie nur schlecht die Blut-Hirn-Schranke überwindet 
(Molekulargewicht!), können bei intravenöser Anwendung durch kurzzeitig sehr hohe 
Blutspiegel auch toxische Konzentrationen im ZNS erreicht werden. Erleichtert wird die 
Penetration wahrscheinlich durch den Emulgator Chremophor EL, der CsA 
Formulierungen zur parenteralen Gabe enthalten ist. Die Folgen sind starke epileptiforme 
Anfälle und u.U. komatöse Zustände, die erst nach mehreren Stunden wieder abklingen. 
Es können aber Folgeschäden nicht ausgeschlossen werden, zumal CaN in der 
neuronalen Apoptose Kaskade eine wichtige Rolle einnimmt. 
 
 
 
1.8   Calcineurin Phosphatase (PP-2B) : Struktur und Funktion 
 
Entdeckung 
 
Beinahe zeitgleich mit der Einführung des Sandimmun vor 20 Jahren wurde auch die 
Ca2+- und Calmodulin– abhängige Serin/Threonin Proteinphosphatase Calcineurin (CaN) 
von Wang und Desai (1976) entdeckt. Sie trennten Zellextrakte aus Rinderhirn mittels 
Säulenchromatographie in Fraktionen auf und untersuchten diese auf ihre enzymatische 
Aktivität. Eine bestimmte Fraktion inhibierte die enzymatische Aktivität eines Gemisches 
aus Adenylatcyclase und verschiedenen Phosphodiesterasen vollständig. Sie konnten 
zeigen, dass kein freies Ca2+ mehr im Versuchsansatz nachzuweisen war und schlossen 
daraus, dass in ihrer Fraktion ein Ca2+ bindendes Enzym mit übergeordneten 
regulatorischen Eigenschaften enthalten sein muß. Das war richtig, und die Autoren 
nannten das Enzym, aufgrund seiner Lokalisation im Nervengewebe, Calcineurin. 
Parallel dazu untersuchte die Arbeitsgruppe um Cohen Zellextrakte auf ihre Fähigkeit das 
regulatorische Enzym Phosphorylase-Kinase zu dephosphorylieren. Eine Fraktion mit 
diesen Eigenschaften bezeichneten die Autoren als Phosphatase 2B (PP2B). Es stellte 
sich später heraus, dass CaN und PP2B identisch waren. 
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Struktur 
 
CaN ist ein Heterodimer aus einer katalytischen Untereinheit, CaN A, und einer 
regulatorischen, CaN B. Erstaunlich ist auch, dass dieses Enzym ubiquitär in allen 
eukaryotischen Zellen vorkommt. Cohen charakterisierte die Ser/Thr Protein Phosphatase 
Familie; neben PP2B existieren noch PP1, PP2A und PP2C, die alle essentielle 
regulatorische Funktionen in Signaltransduktionswegen in eukaryotischen Zellen 
besitzen. Die katalytische Untereinheit, CaN A, enthält eine Calmodulin (CaM) bindende 
und eine autoinhibitorische Domäne, die bei Abwesenheit von Ca2+/CaM das aktive 
Zentrum des Enzyms blockiert. Auch befindet sich in der katalytischen UE ein Fe3+Zn2+-
Cluster um PO43- - Gruppen hinreichend zu polarisieren und so zu übertragen (Denesyuk, 
1993, Etzkorn, 1994; Haddy, 1992). Das für die Aktivierung notwendige Ca2+ wird mit 
hoher Affinität (Kd<10-6 !) von der regulatorische UE CaN B gebunden. 
 
Funktion 
 
CaN ist in allen eukaryotischen Zellen vorhanden und übernimmt dort die Regulation 
über eine Unmenge von Signaltransduktionswegen, angefangen von 
Wachstumsregulationen bei Pilzen über Pheromonsignaltransduktionen bei Insekten bis 
hin zur Regulation der Neurotransmitterfreisetzung im Gehirn der Wirbeltiere. 
In Säugetieren werden sogar die höchsten Gehalte im Gehirn gefunden (ca. 1% des 
Gesamtproteinanteils des Gehirns !), darüber hinaus in der Niere, im Fettgewebe, in der 
Leber und in T-Lymphozyten. Eine wichtige Rolle kommt ihm auch bei der cardialen 
Hypertrophyie und neuronalen Apoptose über den Cytochrome C/Caspase- 3 Weg zu. In 
der Niere wird über CaN kontrollierte Signaltransduktionswege die Na+-K+ATPase 
Aktivität in den Tubuli, die adrenerge, dopaminerge und angiotensinogene 
Rezeptorsignaltransduktion, sowie die Glucocorticoid- und die Mineralocorticoid-
Signaltransduktion reguliert. Die Aktivität des CaN selbst wird primär über den 
intrazellulären Ca2+ Gehalt [Ca2+]i gesteuert. Bei niedrigem intrazellulärem Ca2+ kann das 
Enzym kein CaM binden und ist damit inaktiv. Desweiteren kann eine Reihe endogener 
Substanzen, wie z.B. Protein Kinase A anchoring protein (AKAP79) oder cain/cabin 1 
residue Phosphoprotein das Enzym nicht-kompetitiv hemmen. Es konnte auch gezeigt 
werden, daß die Casein Kinasen I und II die A Untereinheit am C-Terminus 
phosphorylieren können, jedoch wird die CaN Funktion dadurch nicht beeinflusst. Ob es 
sich hierbei um einen Regulationsmechanismus handelt ist noch ungeklärt. 
Einer neueren Entdeckung zufolge enthält der Virus des afrikanischen Schweinefiebers 
ein Protein, A238L, das CaN blockiert und entgeht so der Immunabwehr des Wirtes. 
Auch die Idee, spezifische, synthetische Hemmstoffe des Enzyms als Antimykotika und 
Arzneistoffe gegen Parasiten (z.B. Malaria) (Dobson, 1999) einzusetzen, wird derzeit 
intensiv verfolgt. 
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2 Problemstellungen 
 
2.1 Problematik der Generika des Sandimmun Neoral 
 
Cyclosporin A ist ein Pharmakon mit kritischer Dosierung ( “critical dose drug“ oder 
narrow therapeutic index drug : “NTI – drug“ ). Charakteristisch hierfür sind : 
 
1. Eine steile Dosiswirkungskurve und eine geringe therapeutische Breite ( LD25 / ED75 
oder LD50 / ED50 )  
2. Eine hohe inter- und intraindividuelle Variabilität der Bioverfügbarkeit 
3. Starke Abhängigkeit der enteralen Resorption von der Arzneiform ( z.B. auf Basis 
einer „Mikroemulsion“) 
4. Eine engmaschige Kontrolle der Blutkonzentrationen (TDM: therapeutic drug 
monitoring) mit Bestimmung der AUC (area under the curve: Fläche unter der 
Kurve). 
5. Keine einfache Dosierung nur nach Körpergewicht. 
6. Lebensbedrohliche Konsequenzen bei geringfügigen Über- bzw. Unterdosierung bei 
transplantierten Patienten. 
 
Beispiel: Eine erhöhte Abstoßungsrate manifestiert sich bei Nierentransplantierten bei 
einer AUC0-∞ < 4400 ng*h/ml sowie eine verstärkte Nephrotoxizität bei AUC0-∞ > 
5500 ng*h/ml d.h. eine Differenz von nur 20-25% sind von entscheidender 
Bedeutung für eine effektive immunsuppressive Therapie.  
 
 
Berücksichtigt man weiter die falsch hohe Bestimmung der Blutkonzentrationen mittels 
eines hierfür häufig verwendeten Radioimmunoassays der Fa. Incstar, USA (ca. 20% 
höhere CsA Werte durch Mitbestimmung von Metaboliten) (Jones, 1988; Khoss, 1988; 
Morris, 2000; Mraz, 1989) so ergeben sich Differenzen zwischen Sandimmun 
Neoralund z.B. dem neu auf den Markt gekommenen Cicloral, die therapeutisch bei 
z.B. nierentransplantierten Patienten zu ernsten Konsequenzen im Hinblick auf eine 
erhöhte Abstoßungsrate führen können. Deshalb ist bei der Umstellung von Patienten 
von Sandimmun Neoral auf eine Generikum aus pharmakologischer Sicht zu fordern: 
Für eine vergleichende Wirksamkeit derartiger Pharmaka müssen gleich hohe 
Wirkstoffspiegel im Blut erreicht werden, ggf. durch Anpassung der Dosis, sowohl in 
gesunden Probanden, als auch in OrganTX Patienten. Ergibt sich aus klinischen Studien, 
dass bei Gabe einer gleichen Dosis eine niedrigere Aufnahme des Wirkstoffes im Blut 
resultiert, muss die Dosis entsprechend erhöht werden, um gleiche Wirkstoffspiegel im 
Blut zu erhalten (Kahan, 1999). Der propagierte wirtschaftliche Vorteil der Generika 
wäre dann jedoch nicht mehr gegeben. 
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2.2   Untersuchungen zu Generika des Sandimmun Neoral 
 
Die Kostenexplosion in nahezu allen Gesundheitsystemen der Industriestaaten ruft 
Generikahersteller auf den Plan preislich günstigere Alternativen zu den Original-
produkten, wegen fehlender Investition in Innovationen, auf den Markt zu bringen. Es 
sind auf dem amerikanischen Arzneimittelmarkt 2 Präparate zugelassen worden und als 
bioäquivalent (AB-rated) zu SandimmunNeoral eingestuft worden: 
 
1. Gengraf, Abbott Laboratories, USA 
2. Cyclosporin Capsules (USP modified), Eonlabs, USA 
 
 
Es ist jedoch pharmakologisch begründet darüber zu diskutieren, ob die gültigen 
Zulassungsverfahren für generische Arzneimittel geeignet sind für Arzneistoffe, die ein 
sehr enges therapeutisches Fenster besitzen. Denn die FDA, sowie auch das BfArM, 
verlangen für Generika nur eine Pharmakokinetikstudie an gesunden Probanden. Es ist 
bekannt, dass die Resorptionsverhältnisse bei transplantierten Patienten sich ändern 
können und auch Interaktionen mit einer Vielzahl von Arzneistoffen bedacht werden 
müssen. Es zeigt sich ein ungünstiger Trend nach Immunsupression mit CsA-Generika 
(Abb.09, Opelz 2001). 
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Abb. 09     Überlebensrate der Nierentransplantate (Leichenspende, 1.TX) von  
1998-2000. (Opelz et al.,2001)Neoral n= 3654; Generika n=832 
 
 
Um Klarheit über die Effektivität der oben beschriebenen Medikamente zu erhalten, 
sollte die Bioverfügbarkeit der 3 Präparate unter Transplanationsbedingungen an einem 
Rattenmodell überprüft werden und anhand pharmakokinetischer und klinischer 
Parameter verglichen werden. 
Problemstellung
 
- 29 - 
 
2.3   Der Zusammenhang zwischen Nephrotoxizität, Transplantatabstoßung und 
dem Metabolismus des CsA 
 
Über den funktionellen Zusammenhang zwischen Abstoßungsvorgängen und erhöhten 
Spiegeln an Metaboliten, sowie Nierenschädigungen des CsA gibt es bisher nur 
Vermutungen. Man stellt lediglich bei einer Vielzahl von Patienten mit 
Abstoßungsepisoden erhöhte Metabolitenkonzentrationen fest (v.a.AM4N und AM9, vgl. 
Kap. 4). Ob die Metaboliten zur Immunsuppression beitragen oder das nephrotoxische 
Agens sind wird diskutiert, (Fahr et al., 1990, sie könnten auch nur ein Epiphänomen 
einer verzögerten intestinalen Resorption sein (Lindbergh-Freijs et al., 1994). Es ist 
unmöglich diese beinahe ausschließlich aus Zellkulturversuchen erhobenen Daten mit 
organtransplantierten Patienten zu vergleichen, da zum einen das Auftreten von 
Metaboliten Zeit- und Gewebe-abhängig ist, zum anderen eventuelle additive oder 
synergistische Effekte mitbedacht werden müssen (Koehler et al., 2002). Unklar ist 
weiterhin, ob bestimmte Metaboliten als klinische Kennzeichen für 
Abstoßungsreaktionen geeignet sind und welche Metaboliten möglicherweise bedeutsam 
zur Charakterisierung einer verzögerten Resorption sind.  
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Abb. 10  Hypothetischer Circulus vitiosus zwischen Nephrotoxizität, Organabstoßung und Metabolismus 
des Cyclosporin A 
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Betrachtet man diese einzelnen Probleme von einer höheren Warte aus, so könnte man an 
einen circulus vitiosus der Transplantatdysfunktion der Niere denken (Abb.10).  
Es gibt mehrer Ansatzpunkte, die größeren Schwankungen der Bioverfügbarkeit des CsA 
nach Organtransplantationen zu erklären. Zum einem wird eine schlechtere Nierefunktion  
als bei gesunden Probanden dafür verantwortlich gemacht, wofür es bisher nur 
Ergebnisse von Versuchen mit Ratten unter akutem Nierenversagen gibt (Shibata et al., 
1998). Die Ratten zeigen unter akutem Nierenversagen signifikant niedrigere CsA 
Talspiegel als gesunde Ratten. Zum anderen könnten entzündliche Erkrankungen des 
Intestinums für eine schlechtere Resorption des CsA verantwortlich sein. 
Gastrointestinale Komplikationen (Acidose) treten nach Organtransplantationen häufig 
auf und können durch Blutungen zu letalen Zwischenfällen führen (Skala et al., 1997, 
Benoit et al., 1993). Die Rolle von Cytokinen in diesem Zusammenhang ist unbekannt. 
Unklar ist auch ob und in wie weit der Metabolismus des CsA nach einer 
Organtransplantation verändert ist und wenn ja, welche Konsequenzen sich daraus für 
das Transplantat bzw. den Patienten ergeben. 
Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, Hinweise für die oben angeführten 
vermuteten Zusammenhänge experimentell an Ratten nach Nierentransplantation zu 
erhalten. 
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 3 Materialien 
 
3.1   Versuchstiere 
 
Für die experimentellen Tierversuche wurden ausschließlich normotensiv männliche 
Wistar-Kyoto Ratten (WKY) verwendet (Fa. Charles River, Sulzfeld). Das Alter der 
Tiere betrug ca. 8 Wochen. Als Nierenspender für die Transplantationen dienten Brown 
Norway Ratten. 
 
Wistar-Kyoto-Ratte (Albino Ratte, WKY) 
 
Nach Selektionierung des Wistar-Stammes zu 
Beginn des letzten Jahrhunderts im Wistar-
Institut in den USA wurden diese Tiere als 
Inzuchtstamm im Glaxo-Laboratorium 
weitergeführt. Nach Hysterektomie 1974 in den 
Charles River Laboratories in den USA gelangten 
diese Tiere 1986 zur Charles River GmbH in 
Sulzfeld. Dieser Rattenstamm wird als 
hämodynamisch physiologisches Versuchstier 
verwendet. Wegen des gemeinsamen Ursprungs 
ist die WKY der geeignete Kontrollstamm zu der 
spontan hypertensiven Ratte (SHR). 
    
 
 
Brown Norway Ratte (BN; braune Ratte) 
 
Nachdem histokompatible Individuen aus einer Mutantenkolonie von Silvers und 
Billingham 1958 selektioniert worden waren, wurde dieser Stamm von King und 
Aptekman am NIH (Bethesda, USA) weitergeführt. Kommerziell genutzt wurden die 
Tiere erstmals von der Firma Microbiological Associates, Inc., Walkersville (Maryland, 
USA). Seit 1988 ist die BN Ratte weltweit als Versuchstier verfügbar. 
 
 
3.2   Chemikalien und Pharmaka 
 
3.2.1   Chemikalien 
 
1,1,1 Trichloressigsäure Fa.Rotiphorese 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (=Tris) Boehringer, Mannheim 
2-Mercaptoethanol E .Merck, Darmstadt 
3,4-Dihydroxy-benzylaminhydrobromid (DBA) Fa. Sigma, Deisenhofen 
Acetonitril zur Chromatographie J.T. Baker B.V., Deventer,Holland 
Acrylamid Fa. Sigma Deisenhofen 
Abb. 11 WKY (links) und BN (rechts) Ratten 
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aktiviertes Aluminiumoxid Woelm Pharma GmbH, Eschwege 
Amoniumperoxiddisulfat (APS) Fa. Sigma, Deisenhofen 
Biurett Reagenz Fa. Sigma, Deisenhofen 
Butyl-hydroxy-toluol (BHT) 
(=2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol) 
E. Merck, Darmstadt 
Calciumchlorid-Dihydrat E. Merck, Darmstadt 
Chloroform p.a. E. Merck, Darmstadt 
CsA Metaboliten (AM1, AM1c, AM4N, AM9) Fa. Novartis, Nürnberg 
Cyclosporin D Recipe, München 
Propylenglykolum BUFA, Niederlande 
D-(+)-Glucose-Monohydrat E. Merck, Darmstadt 
ECL RPN 2106 Fa. Sigma Deisenhofen 
Ethanol 99.8 % (Rotipuran) Carl Roth GmbH &Co. Karlsruhe 
Ethylendinitrilotetraessigsäure-Dinatriumsalz-Dihydrat 
(=EDTA=Titriplex II) 
E. Merck, Darmstadt 
Ethylenglycol-Bisaminoethylether Tetraessigsäure (=EGTA) E. Merck, Darmstadt 
Glücksklee Magermilchpulver Fa. Sigma, Deisenhofen 
Glycin Fa. Amersham 
Heptan p.a. Recipe, München 
Hyperfilm ECL Fa. Fluka 
Interleukin-2 (rekomb.,rat) in PBS R&D Systems, Wiesbaden 
Isopropanol E. Merck, Darmstadt 
Isotonische Kochsalzlösung  B. Braun, Melsungen 
Kaliumchlorid E. Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat E. Merck, Darmstadt 
L(+)-Ascorbinsäure E. Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat Heptahydrat E. Merck, Darmstadt 
Methanol zur Chromatographie J.T. Baker B.V., Deventer,Holland 
Methylcellulose Caesar & Lorenz, Hilden 
Natriumacetat E .Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid E. Merck, Darmstadt 
Natriumcitrat E. Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat- Monohydrat E. Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogencarbonat E. Merck, Darmstadt 
Natriumoctansulfonat E. Merck, Darmstadt 
Phenol p.a. E. Merck, Darmstadt 
Phosphorsäure p.a. E. Merck, Darmstadt 
Phthaldialdehyd Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen 
Polysorbat 80/20 (Tween 80; Tween 20) Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen 
Ponceau rot /Methylenblau Fa. Amersham 
Reinstwasser f. d. Chromatographie Recipe, München 
Sarcosyl (Natrium-N-Lauroylsarcosin) Fa.Rotiphorese 
Sequenzgel Puffer Konzentrat Rotiphorese Fa. Merck 
Sequenziergel Rotiphorese Fa. Amersham 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Fa.Sigma 
TEMED Fa.Sigma 
Zinksulfat (10%) in Methanol /Acetonitril  Recipe, München 
Alma Versuchstierfutter : Alma Botzenhard, Kempten 
 
Zusammensetzung : Getreide; Erzeugnisse und Nebenerzeugnisse aus der Verarbeitung von Ölsaaten; 
Fischerzeugnissen; Erzeugnisse und Nebenerzeugnisse der Zuckergewinnung; Öle und Fette; Milcherzeugnisse; 
Bierhefe; Zusatstoffe-Vormischung. 
Gehalt an Inhaltsstoffen: 24% Rohproteine; 1,5% Lysin; 0,5% Methionin; 4,0% Rohfett; 5,0% Rohfaser; 7,0% 
Rohasche; 1,0% Calcium; 0,8% Phosphor; 0,5% Natrium; 0,25% Magnesium; 
Zusatzstoffe pro kg Mischfutter: 25 000 I.E. Vitamin A; 1000 I.E. Vitamin D; 250 mg Vitamin E (Alpha 
Tocopherolacetat); 100 mg Vitamin C. 
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3.2.2   Pharmaka 
 
Sandimmun Optoral (=Neoral) 100mg N3 Kapseln 
Ch.Bez. : F33 
Novartis Pharma GmbH, Nürnberg 
Gengraf 100mg Capsules 2x50 
LOT : 59479AF22 
Abbott Laboratories, USA 
Cyclosporin Capsules (USP-modified) 100mg 2x50 
LOT : B000399 
EonLabs,USA  
Tramal (Tramadol) Amp 50 mg N2  Fa. Grünenthal, Aachen  
Sevorane (Sevofluran) Liq. 250ml 
(Fluoromethyl-2,2,2-trifluoro-1-(trifluoro)-ethyl ether)  
Fa. Abbott, Wiesbaden 
(Inhalationsnarkotikum) 
Betaisodona Lösung 100ml Fa. Mundipharma, Limburg 
Liquemin (Heparin) 10.000 Amp N2 Fa. Roche,  
Gentamicin Substanz Caelo 
Elektrolyt-Infusion E153 500ml Serumwerk Bernburg AG 
Sauerstoff für medizinische Zwecke Klinikum der Universität Regensburg 
Isotone NaCl Lösung 0,9% 100ml Fa. Braun, Melsungen 
 
 
3.3   Geräte und Instrumente 
 
Absaugtopf  Machery-Nagel, Düren 
Analysenwaagen 
 
Typ H 51-handy 
Typ 1202 MP 
Sartorius, Göttingen 
Autoklav KSG 112  
Gamma-Counter Compugamma CS 1282 LKB, Freiburg  
Gel-Elektrophorese:  Model S2 Sequencing Gel Fa. Gibco BRL Life Technologies 
Gel-Trockner:  Model 583 Gel Dryer Fa. Bio Rad  
Heißluftschüttler Innova 4000 New Brunswick Scientific 
Heizblock Thermomix 5436 Fa. Eppendorf  
Homogenisatoren Ultra Turax, Typ 18-10 
Branson Sonifer B15 Cell 
Disruptor 
Janke und Kunkel, Breisgau 
Heinemann, Schwäbisch Gmünd 
Imager Instant Imager Packard 
Kältetruhen 
 
Revco Ultima 1090-5VUB 
Privileg 031.352 8 
W. Pabisch, München 
 Quelle, Fürth 
Kältetruhen Revco Ultima 1090-5VUB W. Pabisch, München 
Kühlschrank Privileg 031.352 8 Quelle, Fürth 
Kühlschrank FKS 3600 Fa. Liebherr, Ochsenhausen 
Kühlschrank FKS 3600 Fa. Liebherr, Ochsenhausen 
Magnetrührer MR 3001 Heidolph 
Ölpumpe Typ B5/2208 Edwards 
pH-Meter Digital pH-Meter Knick 
Photometer Novaspec 4049 Shimadzu, Düsseldorf 
Power Supply: EPS 3500 Fa. Pharmacia  
Reflotron Diagnostic  Fa. Boehringer, Mannheim 
Schlundsonde Animal Feeding Needle,  
75 x 1.5 mm 
TSE, Kronberg/Ts. 
Schüttelwasserbad Typ CS 20 MGW Lauda 
Szintillationszähler Tri Carb 1500 Packard 
Vakuumzentrifuge Univapo 150 H Uniequix 
Vortexgeräte Model G540 E Fa. Bender & Hobein Genie 2  
Wasseraufbereitung Milli-Q Water Purification 
System 
Waters, Eschborn 
Wasserbad Modell W13 Hanke 
Zentrifuge Minifuge II Typ 4123 Heraeus Christ, Osterode 
Zentrifuge Centrifuge 5403 Fa.Eppendorf  
Materialien
 
- 34 - 
 
Zentrifuge 
 
Biofuge B Heraeus Christ, Osterode 
Einmalartikel   
 Kanülen Sterican (versch. Gr.) Braun, Melsungen 
 Monovetten 10 ml  Sarstedt, Nümbrecht 
 Perfusor-Spritze B. Braun, Melsungen 
 Pipettenspitzen Abimed, Düsseldorf 
 PPN-Röhrchen 4,5,14 ml Greiner, Nürtingen 
 Spritzen 2,5,10 ml Braun, Melsungen 
 Heidelberger Verbindung Braun, Melsungen 
 Connecta Plus3 B&D, Hamburg 
Chir. Nahtmaterial Sharpoint 10-0, 8-0 
(Polyamid) 
Fumedica, Hamburg 
 Terylene 2-0 Serag-Wiessner, Naila 
Hautklammergerät Appose ULC 35W Davis & Geck, USA 
 
HPLC-Geräte   
Autosampler SIL10A Schimadzu, Duisburg 
Dämpfer Bourdonrohr 80 cm Schimadzu, Duisburg 
Detektor SPD-10AV Schimadzu, Duisburg 
Drucker NEC Pinwriter P6 plus NEC Deutschland GmbH, München 
Integrator Gynkosoft Chromatography Data 
System, Version 3.12 
Gynkotek, Germering 
Pumpe LC-10AT Schimadzu, Duisburg 
Säule Phenomenex Synergi Phenomenex,USA 
  Phenomenex Phenylhexyl  
Säulenofen ERC 125 HPL Fa. Schreiber, Reinbach 
   
   
Operationsbesteck Pinzetten, Scheren, Skalpelle Martin Medizin-Technik, Tuttlingen 
Operationsmikroskop 
 
Mikro-Operationsinstrumente 
OPMI pico Fa. Zeiss, Jena 
Mikropinzetten n. Müller  Fa. Aesculap AG, Tuttlingen 
Mikroscheren n. Müller  Fa. Aesculap AG, Tuttlingen 
Mikronadelhalter n. Müller  Fa. Aesculap AG, Tuttlingen 
Nachstarschere n. Vanna  Fa. Aesculap AG, Tuttlingen 
Approximatoren n. Biemer  Fa. Aesculap AG, Tuttlingen 
Gefäßclips n. Biemer  Fa. Aesculap AG, Tuttlingen 
Mikrokauter  Albrecht, Nürnbrecht 
Bauchdeckenhalter n. Müller  Fa. Aesculap AG, Tuttlingen 
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3.4   Verwendete konventionelle analytische Methoden (Assays) 
 
Rat IL-2 ELISA 
 
Der IL-2 Gehalt im Plasma und im Nierengewebe wurden nach erfolgter Transplantation 
mittels eines Test Kits der Firma R&D Systems, Minneapolis (USA) bestimmt. Das 
Blutplasma wurde direkt zur Bestimmung eingesetzt. Zur Analyse der Organproben 
wurden jeweils 50mg Gewebe mit 1 ml TRIS Puffer versetzt und im Ultra-Turrax 
homogenisiert. Nach Zentrifugation bei 10.000 rpm wurden 10 µl des Überstandes für 
die Analyse verwendet. 
 
8-Isoprostan EIA 
 
Die 8-Isoprostan (=8-epi-PGF2α) Konzentration im Urin der Versuchstiere wurde mit 
einem Test Kit der Firma Cayman Chemical Company, Michigan (USA) bestimmt. Zur 
Gewinnung der Proben wurde den Auffangefäßen der Stoffwechselkäfige 100µl einer 
1%-igen (m/v) Lösung von BHT in Ethanol als Antioxidans zugesetzt. Der Urin wurde 
direkt für die Bestimmung verwendet.  
 
Plasma-Renin-Aktivität (PRA) (RIA) 
 
Die PRA wurde mit einem Radioimmunoassay (RIA) der Firma DiaSorin, Düsseldorf 
gemäß der Anleitung durchgeführt. Eingesetzt wurden je 500 µl Plasma (EDTA) und die 
Differenz zwischen der ANG-I Bildung bei 37°C und 4° C gebildet. 
 
 
3.5   Statistik 
 
Alle Messdaten sind als arithmetische Mittelwerte (x ± SEM; Standardfehler des 
Mittelwertes) ausgedrückt.  
Alle Daten wurden mittels ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse) für die 
interindividuellen Vergleiche und für die intraindividuellen Vergleiche anhand des 
zweiseitigen Student´s t-Test verglichen.  
 
Dabei wurde folgende Irrtumswahrscheinlichkeit als statistisch signifikant angesehen: 
 
p < 0,05    :    ? bzw. a, b, c  usw. 
Die Anzahl der Versuchstiere ist mit „n“ bezeichnet 
 
Die pharmakokinetischen Parameter Tmax und Cmax wurden direkt ermittelt, die AUCs 0 
bis Tlast wurden mit der Trapezmethode berechnet. 
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3.6   Abkürzungsverzeichnis 
 
% (m/v) Gehaltsangabe des DAB: Massenprozent pro Volumen 
(100ml) (Konventionsmethode) 
[Ca2+]i intrazelluläre Ca2+ Konzentration 
°C Grad Celsius 
µg 
µl 
Mikrogramm   (10-6 g) 
Mikroliter 
8-IP 8-Isoprostan (=8-epiPGF2α) 
A. Arterie 
AA Amino acid 
Abb. Abbildung 
ANG-I Angiotensin I 
AS Aminosäuren 
AT-1 Angiotensin -1 Rezeptor 
AT-2 Angiotensin -2 Rezeptor 
AT-R Angiotensin Rezeptor 
AUC Area under  the (concentration-time) curve 
BN Brown Norway Ratte 
bp Basenpaare 
BP 
C1 usw. 
Blutdruck (blood pressure) 
Plasmakonzentration 1h usw. nach Applikation 
CaM 
cAMP 
CaN 
Calmodulin 
zyklisches Adenosinmonophosphat 
Calcineurin 
cDNA copy-Desoxyribonukleinsäure 
c-fos Transkriptionsfaktor, der im Zellkern lokalisiert ist 
(Phospho-Protein,“immediate early Gen“) 
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat 
c-jun 
 
C max 
Transkriptionsfaktor, der im Zellkern lokalisiert ist 
(Phospho-Protein,“immediate early Gen“) 
maximale Plasmakonzentration 
c-myc Transkriptionsfaktor 
COX-1 Cyclooxygenase-1 
COX-2 Cyclooxygenase-2 
cpm counts per  minute 
cRNA 
CsA 
CsD 
Cyp 
CYP3A4 
copy-Ribonucleinsäure 
Cyclosporin A 
Cyclosporin G 
Cyclophilin 
Cytochrom-P 450 3A4 
CYT-P450 Cytochrom-P 450 
d Tag 
DAB 
DBA 
Deutsches Arzneibuch 
3,4-Dihydroxybenzylamin 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desonucleosidtriphosphat 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiaminetetraacetat 
e-NOS 
EPO 
endotheliale Nitric Oxide Synthase 
Erythropoetin 
ET-1, -2, -3 
ETA, B 
Endotheline 1, 2 und 3 
Endothelin Rezeptoren A und B 
EtOH Ethanol 
ETS Endothelin System 
Fa. Firma 
FDA 
FK 506 
Food and Drug Administration, U S A 
Tacrolimus 
g Gramm 
g Erdbeschleunigung 
GC Guanylatcyclase 
Gi inhibitorischer G-Protein gekoppelter Rezeptor 
GIT Verdauungstrakt 
GM-CSF Granulocyten-/Makrophagen- Colony Stimulating Factor 
GSH Glutathion 
h 
HIV 
Stunde 
Human Immunodefficency Virus 
HP 
HLA 
Hybridisationspuffer 
Human Leukocyte Antigen 
HPLC Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie 
i.a 
I.E. 
Intraarteriell 
Internationale Einheit (z.B. bei Heparin) 
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IFNγ 
IL-2 
i.m. 
i.v.  
Interferon γ 
Interleukin 2 
intramuskulär 
intravenös 
JNK 
Kd 
c-Jun Amino-terminale Kinase 
Diffusionskonstante 
kDA Kilodalton 
KG Körpergewicht 
L-Arg L-Arginin 
mg Milligramm   (10-3 g) 
MHC Major Histocompatibility Complex 
min. Minute 
ml Milliliter 
mM 
MM 
Millimolar 
Missmatch 
mRNA messenger Ribonukleinsäure 
MW Mittelwert 
n Anzahl 
n.d. 
NF-ATc/n 
 
nicht detektierbar 
Transkriptionsfaktor; cytosolische und nukleäre 
Komponente 
n.s. nicht signifikant 
ng Nanogramm   (10-9 g) 
nm Nanometer 
NO Stickstoffmonoxid, Nitric oxide 
NOS Nitric oxide synthetase 
NSAID 
NTX 
Nicht-steroidale antiinflammatorische Arzneistoffe 
Nierentransplantation 
OD 
OP 
OW 
optische Dichte 
Operation 
Öl in Wasser (Emulsion) 
P 
PAC 
Irrtumswahrscheinlichkeit 
Plasma-Aldosteron Konzentration 
p.o. peroral 
pg Pikogramm   (10-12 g) 
PG Prostaglandin 
PGE2 Prostaglandin E2 
PGF2 Prostaglandin F2 
PGI2 Prostaglandin I2 
PP-2B Phosphatase 2B (=Calcineurin) 
PRA Plasmareninaktivität 
PTP Protein Tyrosin Phosphatase 
r Korrelationskoeffizient 
RAAS Renin Angiotensin Aldosteron System 
RAS Renin Angiotensin System 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
rpm Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
s(ys)BP systolischer Blutdruck 
S.E.M. Standardabweichung des Mittelwerts 
s.o. siehe oben 
SAS sympatho-adrenales System 
SD Sprague-Dawley Ratte 
SDS Sodium Dodecyl Sulfat 
SEDDS 
Sek. 
Self emulsifying drug delivery system 
Sekunde 
sHLA  
SMEDDS 
soluble human leukocyte antigen 
Self microemulsifying drug delivery system 
SNS sympatho neuronales System 
SR 
SS 
Referenzstandard (HPLC) 
steady state 
Stabw (SD) Standardabweichung (Standard Deviation) 
T max 
TNFα 
Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration Cmax 
Tumor-Nekrose-Faktor α 
TBE 
TDM 
Tris-Borat-EDTA 
Therapeutic drug monitoring 
TEMED N,N,N´,N´-Tetraethylendiamin 
TGF  Transforming growth factor  
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
tRNA 
TX 
transfer Ribonucleinsäure 
Transplantation, Transplantat 
u 
UE 
Unit 
Untereinheit 
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ÜN 
UNOS 
über Nacht 
United Network for Organ Sharing 
UV 
V. 
Ultraviolett 
Vene 
Vol Volumen 
VSM vascular smooth muscle  
WKY 
WO 
ZNS 
Wistar-Kyoto Ratte 
Wasser in Öl (emulsion) 
zentrales Nervensystem 
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4 Methoden 
 
4.1   Tierhaltung 
 
Für die Tierversuche wurden männliche, 8 Wochen alte Wistar Kyoto Ratten benutzt und 
paarweise in Käfigen (42 x 26 x 18 cm) gehalten. Die Tiere hatten freien Zugang zu 
Nahrung und Wasser. Als Standardfutter wurde Altromin Pellet-Diät für Ratten und 
Mäuse gegeben. Das Streumaterial (Altromin Tiereinstreu Fasern) wurde zweimal 
wöchentlich gewechselt. Es wurde auf folgende, für Nager optimale Haltungsparameter 
geachtet:  
 
− Temperatur:    23°C ±  2°C 
− relative Luftfeuchtigkeit: 55% ±   5% 
− Hell - Dunkel Intervall:  12h 
 
 
Vor Beginn der Versuche wurden die Tiere über einen Zeitraum von 5 Tagen an die 
Bedingungen adaptiert. Die Tötung der Ratten erfolgte durch Dekapitation nach 
vorangegangener Inhalationsnarkose mit Sevofluran.  
Die orale Applikation der Cyclosporindispersion (ca. 1ml) erfolgte mittels einer 
Schlundsonde am Vormittag (gegen 9.00 Uhr) eines jeden Versuchstages. Zuvor wurden 
täglich das Körpergewicht bzw. der Futter- und Wasserverbrauch  ermittelt.  
Nach der Transplantation wurden die Ratten in Einzelkäfigen bei adäquater Analgesie 
und täglicher Desinfektion des Käfiges unter aseptischen Bedingungen gehalten, wobei 
auch die Operationswunde untersucht und ggf. gesäubert und desinfiziert wurde. Bei den 
geringsten Anzeichen von unzumutbaren Schmerzen trotz analgetischer Medikation 
wurde bei dem entsprechenden Tier der Versuch unverzüglich abgebrochen. 
 
 
4.2   Planung der Tierversuche 
 
Bei allen Tierversuchsreihen wurde zusätzlich ein unbehandeltes Kontrollkollektiv von 6 
WKY Ratten mitgeführt. Bei der Planung der Tierversuche wurde großer Wert darauf 
gelegt die Versuchsreihen so effektiv zu gestalten, um die Anzahl der Versuchstiere so 
niedrig wie möglich zu halten. 
 
 
4.2.1   Dosisfindung und Überprüfung der Dosislinearität anhand der trough Spiegel des 
CsA und dessen Metaboliten    
 
Zur Ermittlung der Talspiegel im Plasma sowie in den Organen bei unterschiedlichen 
Dosierungen der drei CsA Medikamente wurden die Versuchstiere (WKY) wie folgt in 
Gruppen eingeteilt: 
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Dosierung [mg/kg*d] Medikament n 
1 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 6 
3 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 6 
10 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 6 
30 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 10 
 
Der auftretenden Mortalität bei einer Dosierung von [30 mg/kg*d] von etwa 30% wurde 
in der Anzahl der Versuchstiere in dieser Gruppe Rechnung getragen. Des Weiteren 
konnten in dieser Versuchsreihe dosisabhängige Metabolisierungsvorgänge, sowie die 
Effektivität der CsA Organspiegel auf die Hemmung der Calcineurinaktivität untersucht 
werden. Außerdem konnten die dosisabhängigen Auswirkungen auf die mRNA 
Genexpression des Renins, der Cyclooxygenasen-1 und -2, der Endotheline-1 und -3, der 
Endothelin Rezeptoren, sowie der Kollagene-1 und -3 und des Fibrinogens untersucht 
werden. 
 
4.2.2   Vergleich der drei CsA-Pharmaka an nierentransplantierten Ratten 
 
Die Pharmaka wurden an nierentransplantierten und zugleich nephrektomierten Ratten 
hinsichtlich der unten genannten Parameter untereinander, sowie mit verschiedenen 
Kontrollgruppen verglichen. Da es sich bei Wistar-Kyoto Ratten um einen Inzucht-
Rattenstamm (inbred) handelt, sind sie als Spender und gleichzeitig als Empfänger für 
Transplantationsversuche zur Testung immunsuppressiver Therapien ungeeignet, da das 
Transplantat nicht abgestoßen wird. Es wurde daher auf ein Modell nach Miller et al., 
1962 und Shehader et al., 1970 zurückgegriffen und Brown-Norway Ratten als Spender-, 
sowie Wistar-Kyoto-Ratten als Empfängertiere verwendet. Um statistisch aussagekräftige 
Ergebnisse zu erhalten war eine komplizierte Gruppeneinteilung nötig. Zur Bestimmung 
des Serum Creatinins wurde den Tieren nach 1, 3 Wochen je 0,5 ml Blut aus der 
Schwanzarterie entnommen. Des Weiteren wurden die Tiere nach 1, 3 und 6 Wochen für 
24h in Stoffwechselkäfigen gehalten, sowie einer Blutdruckmessung unterzogen. Nach 6 
Wochen endete die Versuchsreihe und die Tiere wurden nach folgenden Gesichtspunkten 
hin untersucht: 
a) Hinsichtlich der Medikation: 
- CsA Bioverfügbarkeit und Organkonzentrationen 
- Blut- und Organspiegel der Metaboliten AM1, AM1c, AM4N, AM9 
- CsA- und Metaboliten- Exkretion in den Urin 
- IL-2 Gehalt im Plasma und Nierengewebe 
b) Hinsichtlich der Nierenfunktion bzw. –schädigung: 
- Histologie der Niere, sowie Immunohistochemie auf Renin und COX-2 
- Bestimmung der 8-Isoprostan ( 8-iso-PGF2α) Ausscheidung in den Urin (24h 
Sammelurin), sowie der Serum Creatinin Konzentration (SCrea) 
- Genexpression (mRNA) des Renins, der Cyclooxygenasen -2, -1 (COX-2, -1), der 
Endotheline -1 und -3 (ET-1, ET-3), der ETA und ETB Rezeptoren, sowie der 
Kollagene -1, -3 und des Fibrinogens in den Nierenzonen (Cortex, OM, IM) 
- Systolischer Blutdruck (sysBP) 
- Plasmareninaktivität (PRA) 
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Gruppeneinteilung:  
 
Gruppe 
 
Beschreibung Zweck Bezeichnung 
1.  Kontrolle 1  WKY unbehandelt Normalkollektiv K 
2.  Kontrolle 2A  WKY, Neoral  
10 [mg/kg*d] 
Bestimmung des Einflusses 
des Medikaments (MK) 
NEO 
3.  Kontrolle 2B  WKY, Gengraf 
10 [mg/kg*d] 
“ GEN 
4.  Kontrolle 2C WKY, Eonlabs 
10 [mg/kg*d] 
“ NEO 
5.  Kontrolle 3A WKY, rechts   
nephrektomiert, links 
retransplantiert 
Bestimmung des Einflusses 
der Operation und 
Nephrektomie (Anastomose, 
Hypoxie etc.) (OPK) 
ITX 
 
(„Isograft“) 
6. Kontrolle 3B wie 3A , zusätzlich  
Neoral  
10 [mg/kg*d] 
Bestimmung des Einflusses 
der OP, Nephrektomie und 
Medikation (OPK) 
ITX+ 
7. Kontrolle 4A WKY, rechts 
nephrektomiert, links 
allotransplantiert, 
Neoral 1 [mg/kg*d] 
Unterdosierte Kontrollgruppe 
zur Erzielung einer 
manifesten Abstoßung 
 TXL 
 
(„low-dose“) 
8. Kontrolle 4B WKY, Neoral  
1 [mg/kg*d] 
Medikationskontrolle (MK) 
zu 4A 
NEOL 
(„low-dose“) 
9. Kontrolle 5A WKY, rechts 
nephrektomiert 
Bestimmung des Einflusses 
der Nephrektomie (OPK) 
UNX 
10. Kontrolle 5B Wie 5A, zusätzlich 
Neoral  
10 [mg/kg*d] 
Bestimmung des Einflusses 
der Nephrektomie und 
Medikation (OPK)  
UNX+ 
11. Transplant  
Neoral 
WKY, rechts 
nephrektomiert, links 
allotransplantiert, 
Neoral 10 [mg/kg*d] 
Vergleichende Untersuchung 
der Transplantatfunktion, -
abstoßung etc. (TX) 
TXNEO 
12. Transplant  
Gengraf 
Wie 11., anstatt Neoral 
hier Gengraf 10 
[mg/kg*d] 
“ TXGEN 
13. Transplant  
Eonlabs 
 Wie 11., anstatt Neoral 
hier Eonlabs 10 
[mg/kg*d] 
“ TXEON 
 
Abkürzungen: 
 
MK Medikationskontrolltiere; nur Medikation über 6 Wochen 
OPK Operationskontrolltiere : ITX, ITX+, UNX, UNX+ 
ITX(+) Isotransplantierte und nephrektomierte Tiere; + = mit Medikation (nur Neoral) 
UNX (+) Unilateral nephrektomierte Tiere; + = mit Medikation (nur Neoral) 
TX Allotransplantation 
 
 
 
 
Methoden
 
- 42 - 
 
4.2.3   Bestimmung der Pharmakokinetik (Blut- und Organkinetik) des CsA 
 
Grund für die Bestimmung der Pharmakokinetik des CsA bei den 3 Pharmaka im 
Vollblut sowohl in den Organen, sowie der Kinetik der Metaboliten, war die Diskrepanz 
zwischen den Tal- Spiegeln des CsA im Plasma und im Gewebe aus Versuch 4.2.1 (s. 
6.1.1). 
 
Gruppeneinteilung: 
 
Dosis [mg/kg*d] Zeitpunkt [h] Pharmaka n 
10 2 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 6 
10 4 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 6 
10 8 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 6 
10 12 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 6 
10 24 Neoral, Gengraf, Eonlabs 3 x 6 
 
Zum Zeitpunkt t=0 wurde je ein Versuchstier aus jeder der 5 Gruppen getötet um so den 
Talspiegel zu bestimmen (C0-Wert, trough-Spiegel). Die restlichen Versuchstiere wurden 
jeweils zu den angegebenen Zeitpunkten dekapitiert. 
 
4.2.4   Untersuchungen zur Pharmakokinetik des CsA nach Nierentransplantation 
 
Es ist bekannt und von klinischem Interesse, dass die Bioverfügbarkeit des CsA nach 
einer Organtransplantation viel stärker schwankt als bei gesunden Probanden. 
Insbesondere bei NierenTX, LeberTX und PankreasTX finden sich oft häufig nicht 
erklärbare subtherapeutische Wirkstoffspiegel. 
Hierzu wurden folgende pharmakokinetische Tierversuche im steady-state des CsA 
durchgeführt. 
 
Gruppeneinteilung: 
 
 Gruppe Beschreibung Zweck Bezeichnung 
1. Transplant 
Neoral 
WKY, rechts 
nephrektomiert, links 
allotransplantiert, 
Neoral 10 [mg/kg*d] 
Pharmakokinetik nach TX TXNEO 
2. Kontrolle 1A Niereninsuffuziente 
Versuchstiere, 
Gentamicin i.p. 
Neoral 10 [mg/kg*d] 
Bestimmung des Einflusses 
der Nierenfunktion auf die 
Pharmakokinetik 
NI 
3. Kontrolle 1B NaCl 0,9% i.p. Neoral  
10 [mg/kg*d] 
Kontrolle zu 1A KNI 
4. Kontrolle 2A mit IL-2  vorbehandelte 
Versuchstiere; Neoral 
10 [mg/kg*d] 
Bestimmung des Einflusses 
des IL-2 auf die 
Pharmakokinetik 
IL 
5. Kontrolle 2B Mit Carrier von 2A 
vorbehandelte Gruppe 
Kontrolle zu 2A KIL 
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Es wird häufig postuliert, die schlechtere Nierenfunktion nach NierenTX im Vergleich zu 
gesunden Probanden sei der Grund für die reduzierte Bioverfügbarkeit des CsA (s. 2.3). 
Dieser Hypothese wurde mit einem niereninsuffizienten Versuchstierkollektiv Rechnung 
getragen. Die Tiere wurden 8 Tage hintereinander mit 100 mg/kg*d Gentamicin (50 
mg/ml in isotoner Kochsalzlösung) (Erdem et al. 2000) und gleichzeitig mit 10 mg/kg*d 
Neoral p.o. vorbehandelt. Einer Kontrollgruppe wurde anstelle des Gentamicins nur 
isotone NaCl Lösung i.p. injiziert. Des Weiteren wurde der Annahme (s. 2.3) 
nachgegangen, die Reduzierung der Bioverfügbarkeit könne die Folge eines 
immunologischen Prozesses sein, denn obwohl das CsA die IL-2 Produktion hemmt, 
findet man nach TX doch erhöhte IL-2 Spiegel, welche im Normalkollektiv nicht 
nachweisbar sind. Weiterhin gibt es mehrere Anhaltspunkte von Cytokin-vermittelten 
Entzündungsprozessen, die die Bioverfügbarkeit des CsA reduzieren. Den Versuchstieren 
wurde rekombinantes Ratten IL-2 (1µg/µl in 0,01M PBS pH 7,4) in einer osmotischen 
Pumpe (Koide et al., 1995) parallel zur CsA Medikation p.o. über 8 Tage kontinuierlich 
appliziert. Einer Kontrollgruppe wurde eine Pumpe nur mit PBS implantiert. Kurz vor 
der Implantation wurden die osmotischen Pumpen (Alzet mini osmotic pump Modell 
2002; Flussrate 0,5µl/h; Füllvolumen 227± 9 µl) befüllt und in isotoner Kochsalzlösung 
aufbewahrt. Die Versuchstiere wurden unter Sevoflurannarkose und Beatmung auf dem 
Bauch gelagert und die Pumpe durch einen ca. 1,5 cm langen Schnitt in der Nackenhaut 
subkutan platziert. Die Wunde wurde im Anschluss an die OP mit Hautklammern und 
Sprühpflaster verschlossen. 
 
 
4.2.5   Applikation und Dosierung der CsA Kapseln 
 
Aus den Kapseln wurden zur oralen Applikation täglich frische wässrige Dispersionen in 
definierten Verdünnungsstufen hergestellt. 1 Kapsel (100mg) wurde in 16 ml Wasser 
aufgelöst. Da der Kapselinhalt ein Mikroemulsionspräkonzentrat darstellt bildet sich nach 
Auflösen der Gelatinekapsel in Wasser eine milchige Dispersion. Die auf diesem Wege 
hergestellte Stammlösung hat eine Konzentration von 6,25 mg Cyclosporin A pro 
Milliliter, die im Anschluss weiterverdünnt wurde: 
 
 
Verdünnungsstufe der 
Stammlösung 
CsA Konzentration 
[mg/ml] 
Dosis [mg/kg*d]  
-  6,25 30 
1:3 2,1 10 
1:10 0,63 3 
1:30 0,21 1 
 
 
Die Dosierung des Arzneistoffs erfolgte über das Volumen der peroral applizierten 
Dispersion. So bekam z.B. eine 200 g schwere Ratte bei einer Dosierung von 1 mg pro 
kg Körpergewicht und Tag einen Milliliter der 1:30 Verdünnung, entsprechend 0,2 mg. 
 
Methoden
 
- 44 - 
 
4.2.6   Plethysmographische Blutdruckmessung 
 
Anhand der indirekten plethysmograhischen Blutdruckmessung wurde der Verlauf des 
systolischen Blutdrucks (sysBP) während der 6-wöchigem Behandlungszeit beobachtet. 
Die Messung erfolgte mit einem BP-Recorder 8005 der Firma W+W Electronics, Basel 
(CH). Nach Immobilisierung der Tiere erfolgte die Messung des Blutdruckes und der 
Herzfrequenz nach ca. 15 min an dem aufgewärmten Rattenschwanz (Vasodilatation) in 
einer durch Umluft auf 36°C temperierten Plastikbox. 2 Wochen vor Versuchsbeginn 
wurden die Tiere regelmäßig dafür trainiert. Nach dem Anlegen der Druckmanschette 
und des Druckaufnehmers (Piezokristallring) wurden die arteriellen Schwankungen auf 
einen Thermoschreiber übertragen und aufgezeichnet (Ikeda et al., 1988). Sind die 
Schwanzarterien vollständig abgedrückt, werden keine Schwankungen mehr registriert. 
 
4.2.7 Vorbereitung der Tiere auf die Operation 
 
Am Vorabend der TX wurde den Tieren das Futter entzogen, um das Darmvolumen bei 
der OP möglichst klein zu halten. Die Ratten wurden durch Inhalationsnarkose mit 
Sevofluran (4 Vol% + 96% = 0,3 l/min O2 Gerät: Trajan 808 (Firma Dräger)) und durch 
eine venösen Zugang an der Pfote (G26 Verweilkanüle) auf die OP vor-bereitet. Über 
diesen Zugang erhielten die Ratten während der OP eine kontinuierliche 
Elektrolytinfusion (E153, Serumwerk Bernburg) mittels eines Perfusors zur 
Volumensubstitution und Kreislaufstabilisierung. 
Wie bereits unter 4.2.2 erwähnt, wurden als Spendertiere BN- und als Empfängertiere 
WKY-Ratten verwendet. Empfänger und Spender wurden gleichzeitig narkotisiert und 
auf speziell angefertigten OP-Tischen liegend beatmet.  
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Als erstes wurde das Spendertier 
auf die TX vorbereitet, indem 
durch Eröffnung des Peritoneums 
der Verdauungstrakt freigelegt 
wurde. Das Intestinum wurde 
vorsichtig in sterile, feuchte Gaze 
gepackt und extrakorporal 
positioniert.  
Der Retroperitonealraum war nach 
vorsichtiger, stumpfer Präparation 
(z.B. Wattestäbchen) zugänglich. 
Im Anschluß kann das 
Empfängertier auf die gleiche Art 
und Weise vorbereitet und in der 
Folge bei beiden Tieren die 
entsprechende Blutgefäße frei-
präpariert werden. Zunächst 
müssen die IVC, die Aorta, die A. 
renalis und V. renalis der linken 
Niere vorsichtig freigelegt werden, 
etwaige Verzweigungen der 
Nierengefäße werden ligiert.  
Die Vorbereitungen der Organent-
nahme werden durch Auslösen der 
Spenderniere aus ihrer binde-
gewebigen Verankerung beendet. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12   Ratten OP mit einem laparotomierten Versuchstier 
 
Aorta
IVC
V.renalis
Peritoneum
Retroperitonealraum
 Abb. 13   Präparation der Peritonealgefäße 
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Beatmung
EKG Ableitungen
In Gaze ge-
hüllter Darm
Eröffneter
Bauchraum
Elektrolyt-
infusion
 
AortaIVC
Resektion
Resektion
 
 
Abb. 14    Vollständig auf TX vorbereitete Ratte   Abb. 15   Spülen der Niere vor der Entnahme 
 
 
 
4.2.8   Nierentransplantation und Mikrochirurgie 
 
Nach intensiven theoretischen und praktischen Anleitungen durch einen Mikrochirurgen 
(OA Dr. med. T. Kühnel; HNO Klinik der Universität Regensburg) und viel Übung war 
es möglich die Transplantationen eigenständig durchzuführen. Die Transplantation der 
Nieren erfolgte orthotop mittels end-to-end Anastomosen der A.renalis, der V.renalis und 
 des Ureters (Miller, 1962). Vor der Ektomie 
des Spenderorgans muss dieses durch Spülen 
mit heparinisierter Ringerlactat-Lösung (50 
IE/ml, 4°C) gereinigt werden. Hierzu werden 
die Aorta und die IVC im Bereich (ca. 3 cm) 
des  Zu- bzw. Abgangs der Nierengefäße 
ligiert. Durch Injektion von etwa 3 ml 
Lösung (s.o.) in das abgebundene Segment 
der Aorta kann die Niere blutfrei gespült 
(s.Abb.-14). Nach erfolgter Spülung werden 
die  Nierengefäße  mit  einem  
 
 
 
Abb. 16    Darstellung der orthotopen NierenTX mit 
end-to-end Anastomosen (Timmermann,1988)    
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Approximator an den Verzweigungsstellen zur IVC und Aorta abgeklemmt und 
durchtrennt. Das Organ wird nach abschneiden des Ureters im oberen Drittel 
entnommen, wobei an der A. renalis ein Aortenpatch verbleibt. Das Organ wird sofort in 
kalter Ringerlactatlösung auf 4°C abgekühlt. In vitro kann dann die A. renalis sauber 
durch Entfernen des Aortenpatches präpariert werden. Zur Implantation muss die Niere 
ständig durch feuchtes Gaze und Eis auf 4°C gekühlt werden. Nachdem die Nierengefäße 
des Empfängers in den zweiten Clip des Aproximators, der mit dem Transplantat 
verbunden ist, eingeklemmt wurden (Abb.17), werden die Gefäßstümpfe nach Irrigation 
mit isotonischer Koschsalzlösung zunächst noch von der Adventitia (nur Arterien) 
befreit, da diese eine starke thrombogene Wirkung besitzt (Abb.18).  
 
 
     
 
Abb. 17    Anlegen des Approximators und Unterlage einer Plastikfolie zur Verbesserung der Sicht. 
(Mehdorn, 1987; eigenes Foto) 
 
 
Nun kann die Anastomose der A. renalis mit zwei Fixierknoten im Winkel von ca. 140 
Grad beginnen (Abb.19). Die arterielle Anastomose wird mit 6 Einzelknoten und einem 
10-0 Nahtmaterial (Polyamid) vollzogen, wobei die Unterlage einer gefärbten Plastikfolie 
die Sicht erleichtert. Im Anschluss daran kann die venöse Anastomose erfolgen, die sich 
etwas schwieriger gestaltet, da das Gefäß keine Muscularis wie die Arterie besitzt und es 
somit im kollabierten Zustand vorliegt. Durch mehrmaliges Spülen mit isotonischer 
Kochsalzlösung kann das Lumen wieder erweitert werden, das vorübergehende 
Einführen eines kleinen Silikonschlauches erleichtert die ersten Fixierstiche. Man muss 
bei den sehr dünnen Gefäßwänden der Venen sehr genau darauf achten nicht die Vorder 
– und Rückwand miteinander zu vernähen. Die Anastomose erfolgt auch hierbei mit 2 
Fixierknoten aber dann mit einer kontinuierlichen Naht. Ist alles geglückt, können die 
Anastomosen auf ihre Dichtigkeit hin überprüft werden, indem man zuerst den venösen 
Clip des Approximators vorsichtig öffnet und etwas Blut rückströmen lässt, danach 
öffnet man den arteriellen Clip und stillt die auftretende Blutung durch andrücken von 
Wattestäbchen bis das austretende Blut die Nahtlöcher durch Koagulation verschlossen 
hat. Es ist äußerst wichtig, dass das Empfängertier bis zu diesem Zeitpunkt kein Heparin 
bekommen hat, da sonst die hier erwünschte Koagulation zum Verschluss der Nahtlöcher 
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ausbleibt oder sich verzögert. Wenn die Anastomose dicht ist werden dem Tier ca. 50 IE 
Heparin über den venösen Zugang verabreicht.  
 
 
Abb. 18     Entfernen der Adventitia und Irrigation der Gefäßstümpfe. 
(Mehdorn, 1987) 
 
 
 Abb. 19    Beginn der arteriellen Anastomose mit 2 Fixierknoten. Die komplette 
Anastomose ist  hier mit 8 Knoten dargestellt  (Mehdorn, 1987). 
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An diesem Punkt entscheidet sich über Erfolg oder Misserfolg der TX, denn verfärbt sich 
das Organ nun nicht binnen ca. 5- 10 min wieder gleichmäßig dunkelbraun, so ist die OP 
missglückt. Vasospasmen können die Perfusion anfangs etwas verzögern, jedoch sollte 
die Niere in dem o.g. Zeitintervall „anspringen“. Ein weiteres großes Problem ist die 
Thrombenbildung in den Nierengefäßen und im Transplantat, deswegen sollte frühzeitig 
wie oben erklärt Heparin gegeben werden. Der Zeitpunkt der Heparingabe ist eine 
Gradwanderung und entscheidet oft über den Erfolg der TX. Hilfreich ist es auch, vor der 
Implantation mit einer Insulinnadel 1 oder 2 kleine Löcher in das Organ zu stechen, aus 
denen nach erfolgtem Gefäßanschluss etwas Kapillarblut austreten kann und somit eine 
gute Perfusion indiziert. Abschließend muss noch der Ureter angeschlossen werden. Dies 
geschieht im oberen drittel des Ureters, da er hier das größte Kaliber besitzt. In der Regel 
sind 4 Einzelknoten ausreichend. Die Niere sollte jetzt noch mit 4-5 Knoten mit dem sie 
umgebenden Fett- und Bindegewebe verbunden werden  (8-0  Nahtmaterial). Zuletzt 
wird  
 
 
 
Abb. 20   Erfolgreiche Anastomosierungen der A. 
und V. renales (Eigenes Foto) 
die native rechte Niere noch entfernt. Hierfür 
werden die Nierengefäße und der Ureter je 
einzeln ligiert (8-0 Nahtmaterial) und 
durchtrennt Nach Relokation des Intestinums 
wird die Bauchdecke mit einem 3-0 
Nahtmaterial in einer kontinuierlichen Naht 
verschlossen und die Bauchhaut geklammert. 
Als abschließende Medikation bekommt die 
Ratte weitere 50 IE Heparin und 25 [mg/kg] 
Tramadol über den venösen Zugang injiziert, 
danach wird die Narkose beendet. Um einer 
postoperativen Hypothermie vorzubeugen 
werden die Ratten für ca. 30 min unter eine 
Rotlichtlampe gelegt. Das Protokoll der 
Kontrollgruppen (ITX und ITX+), die unilateral  
nephrektomiert, sowie retransplantiert (Isograft) 
werden ist identisch. Hierbei sollen die 
operationsbedingten  Organschäden  erfasst  
werden (ITX) und mögliche synergistische 
Effekte der CsA Toxizität und  der  OP Schäden
erkannt werden  (ITX+).  Um den  Effekten der Nephrektomie Rechnung zu tragen 
wurden noch 2 unilateral nephrektomierte Kollektive mit (UNX+) und ohne (UNX) CsA 
untersucht. 
 
 
4.2.9   Dekapitation und Organentnahme 
 
Am Ende der Versuchsdauer wurden die Ratten mit Sevofluran narkotisiert und 
anschließender dekapitiert. Nach Entnahme der Organe wurden diese sorgfältig 
gesäubert, mit isotoner Kochsalzlösung gespült um sie von Blut zu reinigen und sofort in 
flüssigen Stickstoff schockgefroren (snap frozen). Bis zu weiteren Untersuchungen 
wurde das biologische Material bei -70°C gelagert. Die Nieren wurden vor dem 
Methoden
 
- 50 - 
 
Einfrieren mit einem Skalpell makroskopisch in die Zonen Cortex, äußere Medulla (OM) 
und innere Medulla (mit Papille) (IM) unterteilt. 
 
 
 
4.3   Isolierung der RNA 
 
4.3.1   Gewinnung der gesamten RNA 
 
Die Gesamt- RNA der Nierenzonen wurde nach einer modifizierten Methode von 
Chomczynski und Sacchi (1987) isoliert. Bei sämtlichen Arbeitsvorgängen wurde zur 
Vermeidung von Kontamination mit RNasen Latexhandschuhe getragen und RNase freie 
Einmalartikel und Geräte benützt. Ferner wurden alle Arbeiten auf Eis ausgeführt. Alle 
Lösungen wurden mit 0.1%-igem Diethylpyrocarbonat (DEPC) Wasser angesetzt. Das 
Gewebe wurde in einem Ultra Turrax Mixer mit 10 ml Lösung D sofort vollständig 
homogenisiert. Zu dem Homogenat wurden nacheinander 1 ml 2 mM Natriumacetat (pH 
4), 10 ml wassergesättigtes Phenol und 2 ml Chloroform zugesetzt. Dabei wurde nach 
jeder Zugabe gevortext. Nach einer 20-minütigen Kühlung auf Eis und folgender 
Zentrifugation (4°C, 10000 g, 30 min) wurde aus dem Überstand mit gleichem Volumen 
Isopropanol die RNA ausgefällt und pelletiert (4°C, 10000 g, 30 min). Für die folgende 
Reinigung wurde das Pellet in 500 µl Lösung D resuspendiert und mit dem doppelten 
Volumen Ethanol (absolut) ausgefällt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Pellets 
mit Ethanol (70%) gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und schließlich in 
DEPC-Wasser resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei -70°C. 
 
 
Lösung D: 4 M Guanidin Thiocyanat 
 25 mM Na-Citrat; pH 7.0 
 0.5% Sarcosyl 
 100 mM ß-Mercaptoethanol 
 10 mM EDTA 
 1/10 vol Natriumacetat 2 M (pH 4.0) (vortexen) 
  
Phenol, wassergesättigt: geschmolzenes Phenol (Merck) 
 + 1 vol Wasser  
 + 0,1% Hydroxychinolin (Merck) 
  
2 M Natriumacetat pH4: 2 M Natriumacetat (Merck) pH 4 in H2O / DEPC 
 
 
Die isolierte RNA wurde bei 260 nm und 280 nm photometrisch vermessen und so die 
Konzentration bestimmt. Aus dem Quotienten der optischen Dichte bei 260 nm und 280 
nm wurde die Qualität der isolierten RNA bestimmt. Für die Versuche wurde nur RNA 
mit einem Quotienten zwischen 1,5 und 2,0 verwendet. 
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4.4   Quantifizierung der mRNA mit dem RNase Protection Assay 
 
 
Grundlagen 
 
Bei dem RNase Protection Assay wird eine, zur mRNA des entsprechenden Genes 
komplementäre, radioaktiv markierte RNA (cRNA-Sonde) benützt, welche mit hoher 
Spezifität mit der jeweiligen mRNA hybridisiert wird. Die erhaltenen stabilen Hybride 
sind vor RNase-Abbau geschützt und werden mittels Gelchromatographie aufgetrennt. 
Über die enthaltene Radioaktivität werden diese dann quantifiziert. 
 
 
4.4.1 Herstellen einer radioaktiven cRNA Sonde 
 
Mittels eines käuflichen Plasmid-Kit von Quiagen® konnte für den Protection Assay 
Plasmid DNA in hoher Reinheit und in größerer Menge isoliert und gereinigt werden. 
Zunächst wurde am Vorabend eine 200 ml ÜN Kultur (LB-Medium: 1% Bactotrypton, 
0,5% Bactoyeast, 1% NaCl in Wasser, autoklavieren) mit einem Teil der Glycerinkultur ( 
diese wurden freundlicherweise vom Lehrstuhl für Physiologie I, Prof. Dr. Kurtz zur 
Verfügung gestellt) angeimpft und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Am nächsten 
Morgen wurden die Bakterien bei 4000 rpm 15 min pelletiert und mit den Pufferlösungen 
nach Herstellerprotokoll weiterbehandelt. Nach der Lysierung der Zellen folgt eine 
Reinigung der DNA über eine Säule. Nach anschließender Fällung mit Isopropanol und 
Zentrifugation (4°C, 15000 g, 30 min) wurde der Isopropanol abgesaugt, die Pellets 
getrocknet und in 200 µl Wasserbidest gelöst. Anhand einer photometrischen Bestimmung 
bei 260 nm wurde die Ausbeute an DNA ermittelt. 
 
Kontrollverdau der Plasmide 
 
Die isolierten Plasmide wurden mit dem jeweiligen Restriktionsenzym linearisiert. Die 
Auftrennung erfolgte, nach einer Phenol / Chloroform Extraktion, auf einem 1%igem 
Agarosegel in 1x TBE-Puffer; nachdem 2µl Ladepuffer zu den Proben hinzugefügt 
wurden. Neben dem vollständig linearisierten Plasmid (200 ng) wurden daneben 200 ng 
vom zirkulären Vektor aufgetragen, um die Linearisierung zu überprüfen. Als komplett 
linearisiert galt der Vektor wenn sich nur eine Bande zeigte und wenn der geschnittene 
Vektor deutlich langsamer lief als das zirkuläre Plasmid. 
 
 
Ansatz für die Plasmidlinearisierung: 
 
Ansatz: Plasmid 20 µg 
 Restriktionsenzym 100 units (Hind III: 100 units)) 
 1x Ofa-Puffer  10 µl (Mengen vom Enzym abhängig) 
 Aqua bidest ad 100 µl 
 2 h / 37°C nach 1 h 1 µl Enzym zupipettieren 
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Plasmide: 
 
cDNA linearisiert mit geschütztes Fragment (bp) 
COX-2 HINDIII 356 
ß-Aktin HINDIII 306 
Renin HINDIII 296 
ET-1 Bgl-1 154 
ET-3 BamH 140 
ETA ECOR V 290 
ETB ECOR V 330 
 
 
„In vitro Transkription“ 
 
Mittels einer in vitro Transkription mit der SP6 Polymerase wurde unter Einbau von 
[α32P] GTP eine radioaktiv markierte cRNA Sonde hergestellt. Der Reaktionsansatz pro 
Sonde erfolgte nach der Anweisung von „Amersham Riboprobe System®“: 
 
 
0.9 µl dNTP-Mix (UTP, CTP, ATP, je 6,66 mM) 
1,2 µl 5x Transkriptionspuffer 
0.6 µl DDT (200 mM, RNase-Inhibitor) 
vortexen, zentrifugieren  
3.25 µl Mix aus oben 
5.0 µl α-32P-GTP (= 50µCi) 
1.0 µl Template (linearisiertes Plasmid, 1 µg / 1µl) 
1.0 µl SP6-RNA-Polymerase  (= 80 units) 
0.8 µl RNasin (Promega, 20 units / µl) 
 
 
Diese Mixtur wurde 90 min bei 40°C im Wasserbad inkubiert. Anschließend erfolgte der 
Abbau der überschüssigen Plasmid DNA durch DNAse 1 (7.5 U/µl) bei 40°C für 20 min. 
Die Abtrennung von nicht eingebauten radioaktiven Nukleotiden erfolgte über Sephadex 
G50 Säulen, die zuvor mit TE-Puffer (TE+0,1% SDS) bei 1000 rpm für 3 min 
equilibriert wurden. Der Ansatz wurde auf die Säule gegeben, zentrifugiert und bei -20°C 
in 220 µl Ethanol mit 2 µl tRNA (in DEPC-Wasser) und 10 µl Natriumacetat (3 M, pH 
4,8) für 1 Stunde gefällt. Die Sonde wurde dann abzentrifugiert (20 min, 15000 rpm, 
4°C) und in 100 µl Hybridisationspuffer gelöst. Nach einer Denaturierung bei 95°C für 
15 min wurden 2 µl der cRNA Sonde in ein Szintillationsglas mit 5 ml 
Szintillationsflüssigkeit gegeben (Rotiszint®22) und in einem ß-Counter (1500 CarbTM, 
Pachard Inst. Company Downer Grove II.) gezählt. Die Aufbewahrung erfolgte bei -
20°C. 
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Lösungen zur Sondenmarkierung: 
 
Sephadex G50: 2 g Sephadex G-50 (Pharmacia Biotech) 
 50 ml Tris/EDTA- Puffer 0.1 % SDS 
  
Tris/EDTA (TE)-Puffer: 2 M Tris-HCL (pH 7,5) 
 0.5 M EDTA (pH 8) 
  
TE Puffer / 0,1% SDS (TES) TE-Puffer 
 0.1 % SDS (20 %); in DEPC 
  
Hybridisierungspuffer: 40 mM PIEPES (pH 6.4) 
 400 mM NaCl 
 80 % Formamid (Endkonzentration) 
 
 
4.4.2   Hybridisierung der RNA Proben 
 
Die RNA Proben wurden aufgetaut und die entsprechende Menge (1-100 µg) in 
Eppendorf Cups pipettiert. Das Wasser wurde in der Vakuumzentrifuge abgezogen und 
das RNA Pellet in 50 µl Hybridisierungspuffer (HP) aufgenommen. Gleichzeitig wurden 
2 µl tRNA (10 µg/µl) ebenso in 50 µl HP gelöst. Zu allen Proben und zur t-RNA wurde 
dann 500.000 cpm radioaktiv markierte cRNA Sonde hinzupipetiert und bei 95°C für 15 
min erhitzt. Es folgte eine Hybridisierung ÜN (mind. 6 bis max. 18 h) im Wasserbad bei 
60°C. Durch Zugabe von RNase A und T1 (RNase Verdau) wurden die nicht geschützten 
RNA Moleküle abgebaut. Der Abbau der einzelsträngigen RNA erfolgte bei RT für 30 
min. Danach wurden die Proteine mittels Proteinase K (37°C, 30 min) abgebaut und der 
komplette Ansatz mittels einer Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt. Aus dem 
wässrigen Überstand wurde die hybridisierte RNA mit Ethanol und tRNA für 1 h bei -
20°C ausgefällt (430 µl Überstand + 900 µl EtOH + 2 µl tRNA). Die Proben wurden 
dann abzentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Nach Zugabe von 5 µl Ladepuffer und 
anschließendem denaturieren (95°C, 15 min) wurden die Proben auf ein 8% 
Acrylamidgel mit 1x TBE als Ladepuffer vertikal aufgetrennt. 
 
 
4.4.3   Gelelektrophorese und Signalauswertung der Röntgenfilme 
 
Das denaturierende Acrylamidgel wurde bereits am Vortag hergestellt unter Verwendung 
eines Acrylamid Gelmixes (Rotiphorese® DNA Sequenziersystem). Die Polymerisation 
des Acrylamidgels erfolgte mit 8% Ammoniumpersulfat (in Wasser) und Temed (Sigma). 
Dann wurde das Gel gegossen (Geldicke 0,5 mm). Vor dem Auftragen der Proben lief 
das Gel bei 80 Watt 30 min mit 1x TBE Puffer, wobei die Geltaschen sorgfältig gespült 
wurden. Die Auftrennung erfolgte für ca. 120 min bei 80 Watt. Danach wurde das Gel 
abgenommen, eine Glasplatte entfernt und das Gel in einem Gemisch aus 10 Teilen 
Essigsäure, 10 Teilen Methanol und 80 Teilen Wasser fixiert. Nach Überführung des 
Gels auf Whatman-Papier wurde es im Vakuum für 1 bis 2 h getrocknet. 
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Signalauswertung und Entwicklung der Röntgenfilme 
 
Der Film wurde 1-3 Tage bei -70°C exponiert. Nach dem Entwickeln (Entwickler-, 
Unterbrecher- und Fixierlösung von Agfa wurden nach Vorschrift hergestellt) wurden die 
Hybridisierungssignale sichtbar. Die Signale wurden dann eindeutig den jeweiligen 
Proben zugeordnet. Die Messung der Radioaktivität der einzelnen Gele erfolgte in einem 
Instant Imager (Instant Imager 2024, Hewlet Packard, Electronic Autoradiographie) mit 
der dazugehörigen Spezialsoftware. Für die Auswertung der Signale wurden die Counts 
per minute (cpm), korrigiert um die zum Referenzdatum angegebene Aktivität und um 
den Wert für die tRNA. 
 
Lösungen für RNase Protection Assay: 
 
RNase-Puffer: 10 mM Tris/HCL pH 7.5 (Endkonzentration) 
 5 mM EDTA pH 8.0 
 300 mM NaCl 
  
Proteinase K-Lösung: 1 mg/ml Proteinkinase K in RNase-Puffer 
 + 200 µl SDS(20 %) / ml  
  
RNase Stammlösung: 4 mg / ml RNase A (Boehringer) 
 200 µg / ml RNase T1 (Boehringer) 
 in RNase Puffer 
  
Polyacrylamid (8%): Rotiphorese Kit der Fa. Roth, Karlsruhe 
 320 ml Konzentrat 
 480 ml Verdünner 
 100 ml Puffer 
  
Polyacrylamidgel: 45 ml Polyacrylamid (8%) 
 45 µl TEMED / 280 µl APS (8%) 
  
Ladepuffer: 0.1 % Bromphenolblau 
 0.1 % Xylencyanol 
 80 % Formamid 
 in 1x TBE 
  
DEPC-H2O: 1 / 1000 Vol Diethylpyrocarbonat in H2O 
 ÜN geöffnet unter Abzug, dann autoklavieren 
  
Phenol / Chloroform: AquaPhenol (Appligene) mit 1M Tris/HCl (pH 8) 
 + 100 % Chloroform 
 + 0,1 % Hydroxichinolin 
 
 
4.6   Quantitative Analyse des Cyclosporins und dessen Metaboliten in 
verschiedenen organischen Matrizes 
 
Mit Hilfe der HPLC wurden die Cyclosporinspiegel und die Konzentrationen der CsA 
Metaboliten im Blut und in den Organen Niere, Leber, Thymus und Milz sowie im Urin 
bestimmt. Ein hierfür verfügbarer Kit der Fa. Recipe, München, für die CsA Bestimmung 
im Vollblut mittels HPLC, der in zwei Probeläufen verwendet wurde, stellte sich jedoch 
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als unzureichend heraus, bei einem ungünstigen Kosten Nutzen Verhältnis. Die Fa. 
Recipe benutzt ein binäres Gradientensystem (Acetonitril und Methanol/Wasser) zur 
Elution von CsA und dessen Metaboliten an einer C-18 Säule. Bestrebt die Trennung des 
CsA und dessen Metaboliten zu verbessern und zugleich die Kosten niedrig zu halten 
wurden andere Wege beschritten. Die entwickelte Methode stützt sich auf einem 
isokratisches Elutionssystem mit dem internen Standard Cyclosporin D (Brozmanova et 
al., 2001), lediglich für die Probenvorbereitung wurde auf Teile des Kits zurückgegriffen. 
Zudem wurde auch ein binäres Stufengradientensystem etabliert. 
 
 
4.6.1   Probenvorbereitung 
 
Zur Aufbereitung der Organproben wurden 50-100 mg Gewebe in einem 4,5 ml PPN 
Röhrchen mit 1ml isotonischer Kochsalzlösung und 100 µl interner Standardlösung (500 
ng CsD) versetzt und im Ultraturrax 2-3 Sekunden lang homogenisiert. Das so erhaltene 
Zellysat wurde mit 2 ml Präzipitationslösung (10%-ige Zinksulfatlösung mit Acetonitril 
und Methanol) zur Proteinausfällung versetzt und 2 min bei 4000 rpm in einer Megafuge 
zentrifugiert. Für die Blutproben entfällt der Homogenisationsschritt, d.h. ihnen werden 
nach Zusatz des internen Standards direkt die Präzipitationslösung zugesetzt. Der 
Überstand wurde auf ein mit Methanol und Reinstwasser (pH3) konditioniertes 
Extraktionssäulchen (C8-Material) überführt und mit einer Vakuumbox langsam durch 
die Packung der Säule gesogen, wobei das CsA, das CsD und die Metaboliten adsorbiert 
werden. Nun schlossen sich 2 Waschvorgänge an, sowohl mit 3 ml Acetonitril/ Wasser 
Lösung, um polare Verunreinigungen zu entfernen, als auch mit 500 µl Heptan für 
lipophile Stoffe. 
Danach konnten die zu analysierenden Stoffe mit einer Ethanol-Ethylacetat Lösung 
(Recipe, München) desorbiert werden. Zur Sicherheit wurde das Eluat nochmals zur 
Entfernung lipophiler Begleitstoffe mit 1ml Heptan versetzt und ausgeschüttelt. Die 
untere Ethanolphase wurde, nach Verdünnung mit 100 µl Reinstwasser für die HPLC 
Analytik verwendet. Die Vorbereitung der Urinproben (24h Sammelurin) erfolgte 
ebenfalls wie oben beschrieben, jedoch wurde der Waschvorgang mit 3 ml Acetonitril/ 
Wasser zweimal durchgeführt um v.a. adsorbiertes Billirubin von der Säule zu waschen. 
 
 
4.6.2   Kalibrierung der HPLC 
 
Bis das System bereit zur Probenanalytik war, mussten zunächst reproduzierbare 
Standardchromatogramme und konstante Retentionszeiten erhalten werden. Hierzu 
wurde wiederholt 50 µl einer Standardlösung aus je 1.25 ng/µl CsA und CsD, sowie die 
einzelnen CM (1 ng/µl) injiziert. Nach mehreren fehlgeschlagenen Versuchen mit 
verschiedenen Eluenten, Chromatographiesäulen und Säulentemperaturen, stellten sich 
folgende Bedingungen mit Phenomenex Säulen als optimal heraus: 
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Nr. Säule Maße [mm] Eluent (MeCN/MeOH/H2O) 
(v/v/v) 
T [°C] 
1 Luna Phenyl-hexyl 5µ 150x4,6 200 / 80 / 140 75 
2 Synergi Polar RP 4µ 150x4,6 200 / 20 / 140 75 
3 Synergi Polar RP 4µ 150x4,6         A : 100 / 20 / 140 75 
           B : 300 / 80 / 140  
 
 
Die Analyse erfolgte in der Regel mit der isokratischen Elution an der Phenylhexyl-Säule 
bei einem Fluss von 1 ml/min. Bei schlechter Auftrennung z.B. in Folge von 
Verunreinigungen etc. wurde auf das System mit dem Stufengradienten, mit folgendem 
Programm, zurückgegriffen : 
 
 
[min] %A %B Fluß [ml/min] 
0 – 14.0 100 → 60 0 → 40 1 
14.01 – 23.0 60 40 1 
23.01 – 25.0 60 →40 40 →60 1 
25.01 – 33.0 40 60 1 
33.01 – 36.0 100 0 1 
 
 
4.6.3   Analyse der Proben 
 
10 - 50µl des nach 4.6.1 erhaltenen Eluats wurden injiziert und die Substanzen bei 205 
nm detektiert.. Nach Integration der Peaks wurde anhand der bekannten Konzentration 
des internen Standards CsD auf die Konzentrationen von CsA und dessen Metaboliten 
geschlossen 
 
Peakfläche Cyclosporin A  
cCsA [ng/ml] =  x 500 [ng/ml] 
Peakfläche Cyclosporin D 
 
 
      
                CsA [ng/ml] x 1 [ml] 
Umrechnung für Gewebeproben :   cCsA [ng/g] =   
                 Probeneinwaage [g] 
 
 
           gemessene Menge CsD (ng) x Elutionsvolumen (µl) 
WF =  
     zugegebene Menge CsD in Probe (ng) x Inj.-Vol. Probe (µl) 
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Beispielchromatogramme : 
 
 1 2 3    4
1) AM 9
2) AM 1
3) AM 1c
4) AM 4N
5) CsA
6) CsD
5             6
 
 1 2 3
1) AM 9
2) AM 1
3) AM 1c
4) AM 4N
5) CsA
6) CsD
  5                6
 4
 
  
Abb. 21   Standardchromatogramm des Metaboliten- 
mixes bei isokratischer Elution. 
Abb. 22   Chromatogramm einer Nierenprobe einer 
Ratte nach 6 Wochen Sandimmun Neoral 
 
 1 2 3     4
1) AM 9
2) AM 1
3) AM 1c
4) AM 4N
5) CsA
6) CsD
5       6
 
1 2 3     4
1) AM 9
2) AM 1
3) AM 1c
4) AM 4N
5) CsA
6) CsD
5       6
 
  
Abb. 23   Standardchromatogramm des Metaboliten- 
mixes bei Elution mit einem Stufengradienten 
Abb. 24   Chromatogramm einer humanen Blutprobe 
eines Patienten nach Nierentransplantation mit 
Sandimmun Neoral 
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4.7   Histologie 
 
 
Die Histologie von Nierenpräparaten (z.B. durch Biopsie) nach Nierentransplantation hat 
einen großen Stellenwert in der klinischen Beurteilung von Abstoßungsreaktionen.  
 
4.7.1   Probengewinnung, –fixierung und Einbetten in Paraffin 
 
Aus jeder Gruppe von Versuchstieren der Transplantationsversuch unter 4.2.1.2 wurde 
am Ende der Versuchsdauer jeweils eine Niere für die histologische Präparation 
verwendet. Die Niere wurde nach der Entnahme von der Kapsel befreit, mit einer 
Rasierklinge längs halbiert und sofort in 50 ml Methyl-Carnoy-Lösung (60% Methanol, 
30% Chloroform, 10% Eisessig) fixiert. Die Carnoysche Flüssigkeit zeichnet sich durch 
ihr rasches Eindringen in das Gewebe aus, wobei sie nach ca. 4h bereits über 3mm tief 
eingedrungen ist. Der Chloroformzusatz bewirkt eine besere Lipidlöslichkeit des 
Gemisches und erleichtert somit den anderen Komponenten die Penetration. Nach dem 
Fixieren kann die Probe in in steigenden Konzentrationen bis hin zu absoluten Methanol 
dehydriert werden. Das stufenweise Erhöhen der Methanolkonzentration soll ein 
Zerreißen bzw. Schrumpfen des Gewebes durch zu schnelle Dehydratation verhindern. 
Das Überführen in ein Intermedium, z.B. absoluten Isopropanol nach der Alkoholreihe 
dient der Entfernung des Methanols und letzter Wasserreste bevor das Präparat in 
Paraffin eingebettet werden kann. Die Einbettung erfolgt in einer mit Paraffin gesättigten 
Lösung des Intermediums Isopropanol, indem das Präparat im Wärmeschrank (35-40°C) 
für ca. 30-60 min durchtränkt wird. Im Anschluß überführt man das Gewebe in reines, 
geschmolzenes Paraffin, wobei man das Paraffin mehrmals wechselt um ausgetretenen 
Isopropylalkohol zu entfernen. Jetzt kann das Präparat in eine Stahlform mit Paraffin 
ausgegossen werden und nach Erhärtung auf einem kleinen Holzblock montiert werden 
(Aufblocken).  
 
4.7.2   Färben des Präparats und Immunohistochemie 
 
Mit einem Mikrotom (Leitz SM 200R, Leica Instruments) wurden 4 µm dicke Scheiben 
geschnitten, mit der Messerseite auf einen Objektträger gelegt und durch gelindes 
Erhitzen auf 30-35°C mit Wasserzusatz geglättet und fixiert. Nach völligem Trocknen 
kann das Paraffin durch Eintauchen in Xylol entfernt werden. 
Die histologischen Präparate wurden mit Hämalaun-Eosin (HE-Färbung) eingefärbt. 
Hämaulaun ist ein positiv geladener Farbstoffkomplex aus Hämatein und einem Al3+ - 
Salz, der ganz allgemein dazu geeignet ist die Basophilie einer Struktur anzuzeigen. Es 
ist dadurch eine klassische Methode zur selektiven Einfärbung des Nucleus der Zellen, da 
sich der Farbstoffkomplex an die negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA bindet. 
Nach etwa 5- 8 min kann mit warmen Wasser gewaschen werden, wodurch die 
Blaufärbung hervortritt (Bläuen), und die Färbung gleichzeitig fixiert wird. Zur 
Gegenfärbung wird das Cytoplasma mit dem wasserlöslichen Triphenylmethan-Farbstoff 
Eosin Y gegengefärbt, danach in Wasser ausgewaschen und eingedeckt. 
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Des Weiteren wurden Nierenschnitte zur immunohistochemischen Detektion der COX-2 
und des Renins verwendet. Die Farbreaktion beruht hier auf der Reaktion einer 
Peroxidase, die an einem für die o.g. Strukturen spezifischen monoclonalen Antikörper 
gebunden ist. Zunächst muss die endogene Peroxidaseaktivität durch Zusatz von 3% 
H2O2 in Methanol für 20 min bei Raumtemperatur blockiert werden, danach werden die 
Renin- oder COX-2 –Proteine mit einem primären monoclonalen Antikörper durch 
Inkubation über Nacht besetzt. Nach Zugabe des sekundären Antikörpers ( Verdünnung 
1:200, Biotin-Konjugat eines Hasen anti-Ziegen IgG) und Inkubation mit einem Avidin 
D-Pferde-Meerrettich-Peroxidase Komplex, kann nach mehreren Waschgängen durch 
Zusatz von 0,02%-igen H2O2 als Peroxidquelle und Diaminobenzidin x 4 HCl die 
Farbreaktion ausgelöst werden. Alle derart gefärbten Schnitte wurden mit HE 
gegengefärbt. 
Für die Detektion der COX-2 wurde ein kommerzielles Antiserum aus der Ziege in einer 
1:200 Verdünnung verwendet (M-19, Santa Cruz Biotechnology). In früheren 
Untersuchungen wurde dargestellt, dass mit diesem Antiserum ausschließlich die 
induzierbare COX-2 detektiert wird und nicht die konstitutionelle COX-1.
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5   Metabolismus des Cyclosporin A 
 
5.1   Chemische Konstitution des Cyclosporin A und seiner Metaboliten 
 
Das Cyclosporin A ist ein lipophiles (Octanol/Wasser-Koeffizient: 120:1) cyclisches 
Undecapeptid mit einem Molekulargewicht von 1202 Da. Es enthält eine einzigartige 
Aminosäure an Position, wobei es sich um einen Abkömmling des Threonins, das N-
methyl-4-butenyl-4-methyl-threonin (MeBmt oder MBT), handelt. Diese Aminosäure 
stellt ein äußerst wichtiges Strukturmerkmal für die immunsuppressive Wirksamkeit des 
CsA dar. Experimentelle Veränderungen dieser Seitenkette, z.B. Verkürzungen, haben 
einen starken Wirkverlust zur Folge. Von den 11 Aminosäuren des Moleküls sind 6 N-
methyliert und alle außer dem Alanin in Position 8 S-konfiguriert. Die Tertiärstruktur des 
CsA ist ein partielles β-Faltblatt. Die Metabolisierung des CsA beim Menschen erfolgt 
hauptsächlich über die Cytochromoxidase P450-III-A4 (CYP3A4), bei der Ratte 
CYP3A2, sowohl bereits in der Dünndarmmucosa als auch in der Leber. Somit unterliegt 
das CsA einem ausgeprägten first-pass Metabolismus, der jedoch in seiner Kapazität 
limitiert ist. Folglich hängt das Ausmaß des first-pass Metabolismus von der 
Resorptionsgeschwindigkeit des CsA direkt ab, wobei der Galenik der verwendeten 
Arzneiform ein entscheidende Rolle zukommt.  
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Abb. 25   Struktur des CsA: Darstellung der einzelnen Aminosäuren 
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MeLeu MeVal MBT Abu Sar
ValD-Ala Ala MeLeu
MeLeu
MeLeu
11110
9
8 7 6 5 4
32
Me
CsA
 
 
Abb. 26  Schematische Darstellung der Hauptmetabolisierungspunkte des CsA  
 
 
Die cyclische Struktur des CsA bleibt bei allen Metaboliten vorhanden, zudem sind die 
metabolischen Veränderungen des CsA minimal. So treten bei den Primärmetaboliten nur 
relativ geringfügige Veränderungen auf, γ-Hydroxylierungen an den Aminosäuren 1, 4, 
6, 9 sowie N-Demethylierung an AS 4. Die Metaboliten, sowie auch das CsA selbst 
unterliegen einem enterohepatischen Kreislauf, wobei die biliäre Elimination den 
Hauptweg der Auscheidung darstellt. Erstaunlicherweise ist bislang nur ein Phase-II-
Metabolit bekannt, das AM1c-Glucuronid, alle anderen Metaboliten werden unkonjugiert 
v.a. biliär, aber z.T. auch renal eliminiert. Etwa 6% der bioverfügbaren CsA Dosis 
erscheint unverändert im Urin.  
 
 
5.2.   Nomenklatur und Klassifizierung der CsA Metaboliten 
 
Bislang wurden mehrere verschiedene Nomenklatursysteme für die Metaboliten des CsA 
vorgeschlagen (Christians et al., 1988, Lacerda et al., 1995). Letztendlich hat sich die 
Variante von Wenger et al. durchgesetzt, die logisch auf der jeweiligen strukturellen 
Molekülveränderung aufbaut, die sog. AA-Nomenklatur. Die bis dato verwendete M- 
Nomenklatur, d.h. Metaboliten werden nach der Reihenfolge ihrer Genese beziffert z.B. 
M19, M21 etc. war unlogisch und nicht praktikabel. 
Die AA-Nomenklatur bezeichnet zunächst die vom Metabolisierungschritt betroffene(n) 
Aminosäuren (AA = amino acid) mit ihrer Position im CsA Molekül. Erfolgt kein 
weiterer Zusatz, so handelt es sich um Hydroxylierungen der betreffenden Aminosäure 
(bevorzugt am γ-C), z.B. AM9. Bishydroxylierte Produkte werden einfach durch 
Auflistung der betreffenden Aminosäuren bezeichnet, so z.B. AM19. 
Bei N-Demethylierungen wird hinter der entsprechenden Aminosäure ein “N” gestellt, 
z.B. AM4N. Weitere Buchstaben sind z.B. “AL”oder “A” für eine Oxidation bis zu einer 
Aldehyd- bzw. Carbonsäurefunktion. Generell lassen sich strukturell 3 Hauptgruppen 
von Metaboliten unterscheiden, nämlich Metaboliten, die sich vom AM1, AM9 oder vom 
AM4N ableiten. 
Die im folgenden verwendete, oben gezeigte schematische Abbildung des CsA enthält 
die Positionen, die bevorzugt metabolisiert werden: Die Demethylierung an Position (4) 
sowie γ-Hydroxylierungen an den Positionen 1, 6, 9, zudem tritt recht häufig eine 
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Cyclisierung des Restes der AA 1 (MeBmT) ein (= AM1c). Es wurden über 40 
verschiedene Metaboliten postuliert, jedoch gilt bisher nur die Existenz folgender 
Metaboliten in vivo als gesichert: 
 
AM 1AL AM1c AM11d AM19
AM1
AA1 OH
AM69 AM49
AM4N69
AM4N9
AM9
AA9 OH
AM1A4N
AM14N
AM4N
AA4 N Dem
CsA
 
 
Abb. 27   Schema der  Genese der wichtigsten Primärmetaboliten des CsA 
 
 
Die Gehalte folgender Metaboliten wurden in dieser Arbeit bestimmt : 
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Abb. 28  AM1: Hydroxylierung des endständigen C-Atoms der AA 1 
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MeLeu MeVal MBT Abu Sar
ValD-Ala Ala MeLeu
MeLeu
MeLeu
11110
9
8 7 6 5 4
32
OHc
AM1c
Me
HO
OH
N
O
H
 
 
Abb. 29   AM1c: wie AM1 (Abb.28), zusätzlich Cyclisierung in der Seitenkette zu einem THF Rest 
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Abb. 30   AM4N: N- Demethylierung an der AA 4 
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Abb. 31   AM9: Hydroxylierung der Seitenkette der AA9 
 
 
5.3.   Die Bildung und Verteilung der CsA Metaboliten 
 
Die Familie der Cytochrom P450 Oxidasen ist verantwortlich sowohl für den 
Metabolismus vieler Xenobiotika als auch endogener Substanzen. Enzyme mit einer 
Homologie ihrer Aminosäuren von mehr als 40% gehören zu einer Familie, diejenigen 
mit über 55% Homologie zu einer Unterfamilie. Es sind zahlreiche Interaktionen auf der 
Ebene dieser Enzyme bekannt, z.B. Induktion des P450 Systems durch Barbiturate oder 
Blockade z.B. durch Rifampicin. Anzumerken ist eine große strukturelle Bandbreite an 
den metabolisierbaren Substanzen. Kronbach et al. konnten zeigen, dass das CsA 
vorwiegend über die P450 3A Unterfamilie abgebaut wird. Beim Menschen kommen 
dafür das P450 3A3, 3A4 und 3A5 in Frage. Jedoch sind auch noch andere 
Enzymsysteme am Abbau des CsA beteiligt, so z.B. Flavin enthaltende 
Monooxygenasen, die v.a. für die Bildung des AM1c (Cyclisierung !) verantwortlich 
gemacht werden, wobei noch unklar ist, ob die γ-Hydroxylierung der AA1 eine 
Vorraussetzung für die Cyclisierung ist, oder ob sie erst im Anschluss erfolgt. Gemeinhin 
wird das Auftreten der AA1c Metaboliten als alternativer Stoffwechselweg des CsA 
bezeichnet. Die Cyclisierung könnte auch nicht-enzymatisch erfolgen, jedoch zeigt der 
isolierte Metabolit AM1 in vitro keine spontane Ringbildung, auch wurde  bisher noch 
kein an AA1 „cyclisiertes CsA“ gefunden. Diskutiert werden des Weiteren die Bildung 
reaktiver Intermediate und die Bindung an Makromoleküle, welche beide zur Bildung 
von cyclisierten Metaboliten führen könnten. Interessant ist auch die Verteilung des CsA 
und dessen Metaboliten im Organismus: CsA bindet beinahe ausschließlich an das 
Cyclophilin A, welches auch in Erythrocyten vorkommt, in denen das CsA vollständig 
gebunden vorliegt. Eine entscheidende Rolle kommt hier den AA 1, 4, 6 und 9 zu, über 
die anscheinend die Bindung zum CYP A zustande kommt. Einfache Veränderungen wie 
Hydroxylierung beeinflussen das Bindungsverhalten nicht, jedoch Oxidationen an diesen 
AA bis hin zur Aldehyd- oder Carbonsäurefunktion, aber auch Cyclisierung an AA1 
verhindern diese Bindung. Dies ist auch der Grund für das vollständige Fehlen von 
cyclisierten Metaboliten in den Erythrocyten, dagegen aber sind relativ hohe 
Konzentrationen im Urin vorhanden. Folglich ist wahrscheinlich auch die restliche 
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Pharmakokinetik der cyclisierten Metaboliten anders als die des CsA und der anderen 
Metaboliten.  
 
 
5.4   Toxizität des CsA und der Metaboliten 
 
Das Gebiet der Mechanismen der Toxizität des CsA und dessen Metaboliten ist nach wie 
vor ein weitgehend unbekanntes Terrain. Alle bisher erhobenen Daten sind in vitro 
Versuchen mit beinahe ausschließlich Rattenzellinien entnommen, zumal bekannt ist, 
dass der Mensch zu den CsA empfindlichsten Spezies zählt. Diese Ergebnisse können 
folglich nur mit größter Zurückhaltung auf den Menschen übertragen werden. Im 
Vordergrund der klinischen Debatte über die Toxizität des CsA steht die Nephrotoxizität. 
Verschiedene Zellkulturversuche mit renalen Epithelzellen, Mesangialzellen und Zellen 
des proximalen Tubulus haben im Großen und Ganzen eines gezeigt : die ausgeprägteste 
Wirkung in Bezug auf eine Hemmung der Protein- , DNA- und RNA- Synthese, sowie 
auf die Proliferation der Zellen zeigte mit Abstand das CsA selbst, gefolgt von AM4N 
und AM1c u.a. (Radeke et al.). Inwieweit jetzt eine Hemmung z.B. der Proliferation der 
Mesangialzellen der Ratte in vitro mit einer nierenschädigenden Wirkung beim 
Menschen in vivo in Relation gesetzt werden kann ist jedoch fraglich. Weiterhin zeigte 
auch die isolierte parenterale Gabe verschiedener Metaboliten an der Ratte keinen 
Hinweis auf Schäden der Niere (Donatsch et al.). 
Wesentlich interessanter hingegen sind Untersuchungen bezüglich der Freisetzung 
vasoaktiver Substanzen, wodurch die renale Hämodynamik deutlich verändert werden 
könnte (Copeland et al.). CsA und AM4N reduzieren die ET-1 Bildung in einer Kultur 
von Mesangialzellen, wohingegen AM1c9 sie stark erhöht. Tatsächlich findet man in 
vivo eine Zunahme der ET-1 Sekretion, jedoch kann man sie kaum auf AM1c9 
zurückführen, da dieser CM in vivo in den allermeisten Fällen in Konzentrationen 
unterhalb der Nachweisgrenze vorliegt. Die in der Zellkultur verwendete Konzentration 
dieses Metaboliten entspricht dem 1000-fachen der in vivo praktisch kaum messbaren 
Konzentration dieses Metaboliten. Es gab bisher mehrere klinische Studien mit der 
Intention den Zusammenhang von CsA Metaboliten und Nephrotoxizität aufzuklären, 
jedoch mit mäßigem Erfolg. Etwa die Hälfte dieser Studien fand einen Zusammenhang, 
die andere Hälfte nicht. Die Autoren Kunzendorf et al. fanden sogar sehr hohe 
Metabolitenspiegel bei nierentransplantierten Patienten, die frei von 
Abstoßungsreaktionen waren und niedrige Spiegel bei Abstoßungsepisoden. Erst später, 
bei genaurer Analyse der Studiendaten wurde eines deutlich: Ein Teil der Studien wurden 
mit einem mehr oder weniger spezifischen Radioimmunoassay durchgeführt, aufgrund 
dessen Ergebnisse oft ein Zusammenhang von Metaboliten mit Nephrotoxizität postuliert 
wurde. Studiendaten, die mit einer HPLC Messung erhoben wurden führten in der Regel 
nicht zu derartigen Schlüssen.  
Zusammenfassend gesehen existieren viele Widersprüche und Gegensätze bezüglich der 
Rolle und des Mechanismus des CsA und seiner Metaboliten hinsichtlich 
nephrotoxischer Wirkungen. Auch die Datenlage hierzu ist zu unvollständig, um auch 
nur eine ungefähre Linie erkennen zu können. 
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6   Ergebnisse 
 
► Zu Beginn des Kapitels der Ergebnisse sollen die einzelnen CsA Metaboliten zur 
Erleichterung des Verständnisses noch einmal kurz dargestellt werden (s. Kapitel 5). Der 
für die Metabolisierung zuständige Enzymkomplex (Cytochrom P450) ist CYP3A2 bei 
der Ratte bzw. CYP3A4 beim Menschen. 
 
AM1 
 
Bei diesem  Metabolisierungsschritt wurde die AS 1 
(N-methyl-4-butenyl-4-methyl-threonin = MBT) am 
γC-Atom hydroxyliert. 
 
 
AM1c 
 
Bei diesem Metaboliten ist ebenfalls die AS 1 
hydroxyliert und zusätzlich deren Seitenkette zu 
einem Tetrahydrofuran (THF) Rest cyclisiert. 
 
 
AM4N 
 
Dieser Metabolisierungsschritt, die Abspaltung der N-
Methylgruppe der AS 4 (Methyl-Leucin) passiert 
vornehmlich in der Darmmucosa. 
 
 
AM9 
 
Die AS 9, wiederum am γC-Atom der Seitenkette, ist 
bei diesem Metaboliten das Ziel der Hydroxylierung. 
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► Die grafische Darstellung der Ergebnisse ist v.a. bei den Transplantationsversuchen 
sehr komplex, da hier bis zu 10 verschiedene Gruppen miteinander verglichen werden. 
Um die Signifikanzen so übersichtlich wie möglich darzustellen wurden die sich 
signifikant unterscheidenden Gruppen mit einer Klammer ( ) 
zusammengefasst und mit kleinen Buchstaben im Diagramm und im Text markiert, um 
die nachgewiesenen Unterschiede besser hervorzuheben. Bei Verwendung von einzelnen 
Symbolen zur Darstellung der jeweiligen Signifikanzen, wären sehr viele Zeichen nötig 
geworden, wodurch die Arbeit unübersichtlich geworden wäre. 
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6.1   Dosislinearität und dosisabhängige Metabolisierung des CsA 
 
6.1.1   Dosislinearität des CsA im Vollblut, Nieren-, Leber- und Thymusgewebe 
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Abb.32   Darstellung der Dosislinearität des CsA im Vollblut und Organen im steady-state (n = 6, x ± 
SEM, ? p < 0.05) 
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In allen Organen sowie im Blut stellte sich bei Neoral und Gengraf eine vergleichbare 
Dosislinearität ein (Abb.32). Zwar war die Dosislinearität bei Eonlabs auch gegeben, 
jedoch unterschied sie sich, außer im Blut, signifikant von den anderen beiden 
Medikamenten. 
 
6.1.2   Verhältnisse der Konzentrationen der Talspiegel der Cyclosporin Metaboliten zu 
den Konzentrationen des Cyclosporin A bei verschiedenen Dosierungen 
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Die Abhängigkeit des Ausmaßes der 
Bildung der Metaboliten des CsA von der 
Dosis im Darm oder in der Leber ist bereits 
mehrfach beschrieben worden (Brunner et 
al., 2000). Zum Vergleich Neoral, Gengraf 
und Eonlabs kann man in allen Organen, 
sowie im Blut eine deutlich stärkere 
Metabolisierungsrate bei Eonlabs erkennen. 
Dargestellt ist hier das Verhältnis der 
AM4N Konzentration zur CsA 
Konzentration bei den Dosierungen 1, 3, 10 
und 30 mg/kg*d im steady-state im Vollblut. 
Auf die Darstellung der weiteren 
Metaboliten, sowie den Organen ist hier 
verzichtet worden, da sich im Wesentlichen 
dasselbe Bild darstellen lässt. 
Allgemein ist bei niedrigen Dosierungen (1, 
3 mg/kg*d) die Metabolisierung stärker 
ausgeprägt, verglichen mit höheren 
Dosierungen (10, 30 mg/kg*d). Im Falle der 
niedrigeren Dosierungen kann man bei 
Eonlabs mehr als 3-fach höhere 
Metabolisierungsraten feststellen als bei den 
beiden anderen Medikamenten. Eine 
mögliche Erklärung könnte eine schlechtere 
bzw. langsamere Resorption des CsA aus 
der Eonlabs Formulierung und eine damit 
verbundene intensivere first-pass 
Metabolisierung im Vergleich zu Neoral 
bzw. Gengraf sein, die sich nicht 
voneinander unterschieden. 
 
6.1.3   Dosis-Wirkungsbeziehungen des CsA (nur Neoral) auf verschiedene 
Genexpressionen in der Niere 
 
Diese Versuchsreihe, die 2 Wochen dauerte, diente auch der Ermittlung dosisabhängiger 
Effekte des CsA (nur Neoral) auf die mRNA Genexpression des Renins, der 
Abb.33   Dosisabhängige Bildung von AM4N. 
Darstellung des Verhältnisses des Gehaltes an 
AM4N zur CsA Konzentration im Vollblut 
(steady-state, n = 6, x ± SEM,. 
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Cyclooxygenasen -1, -2 (COX-1, -2), der Endotheline -1, -3 (ET-1, ET-3), der 
Endothelinrezeptoren (ETA, ETB), sowie der Hypertrophiemarker Kollagen-1, -3 und 
Fibrinogen in der Niere.  
 
6.1.3.1 Dosis-Wirkungsbeziehung des CsA auf die Reninsynthese und mRNA 
Genexpression: 
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Eine Stimulierung der PRA war nur bei den Dosierungen 1 und 3 mg/kg*d nach 2 
Wochen erkennbar. Dagegen zeigt die mRNA Expression des Renins zusätzlich 
Abb.34   Darstellung der Plasmareninaktivität (PRA) und der Renin mRNA  
Expression im Nierengewebe (n = 6, x ± SEM, ? p< 0.05) 
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signifikante Erhöhungen gegenüber den Kontrolltieren bei einer Dosierung von 10 
mg/kg*d.  
 
6.1.3.2 Dosis-Wirkungsbeziehungen des CsA auf die COX-1 und -2 mRNA 
Genexpression in der Niere 
 
CsA hatte keinen Einfluss auf die COX-1 
Abundanz in den Nieren nach 14-tägiger 
Applikation. Im Gegensatz dazu war die 
Expression der COX-2 ab einer Dosierung 
von 3 mg/kg*d im Vergleich zu den 
Kontrolltieren signifikant erniedrigt. 
Innerhalb der Erniedrigungen war kein 
dosisabhängiger Effekt erkennbar. 
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6.1.3.3 Dosis-Wirkungsbeziehung des CsA auf die ET und ET-Rezeptoren mRNA 
Genexpression in der Niere 
 
Hinsichtlich der ET-1 und ET-3 mRNA konnten keinerlei Abweichungen von den 
mRNA Daten der Kontrollratten festgestellt werden (nicht dargestellt). Die Expression 
der ET- Rezeptoren dagegen wurde durch CsA verändert (Abb.36). Während die mRNA 
Werte des ETA Rezeptors unverändert blieben, wurde die Expression der ETB mRNA 
schon ab einer Dosierung von 1 mg/kg*d signifikant erniedrigt. Alle anderen 
Dosierungen riefen dasselbe Ausmaß an Reduzierung hervor. 
 
 
6.1.3.4 Dosis-Wirkungsbeziehung des CsA auf die Kollagen-1, -3 und Fibrinogen mRNA 
Genexpression 
 
Die Gabe des CsA konnte in keiner Dosierung die Expression der mRNA der Kollagene 
1 und 3 sowie des Fibrinogens innerhalb von 2 Wochen verändern (nicht dargestellt). 
 
 
Abb.35  Darstellung der COX-1 und COX-2 
mRNA Expression im  Nierengewebe (n = 6, x 
± SEM, ? p < 0.05) 
 - 71 - 
 
ET
-1
  m
R
N
A
 / 
ß-
ac
tin
m
R
N
A
  (
cp
m
 / 
cp
m
) x
10
00
 ETB mRNA 
2
4
6
8
10
0 1 3 10 30
Dosis [mg / kg x d]
E
T
-3
   
m
R
N
A
 / 
ß-
ac
tin
m
R
N
A
  (
cp
m
 / 
cp
m
) x
10
00
 ETA mRNA 
0 1 3 10 30
2
4
6
8
10
? ?
? ?
ET
-1
  m
R
N
A
 / 
ß-
ac
tin
m
R
N
A
  (
cp
m
 / 
cp
m
) x
10
00
 
E
T
-3
   
m
R
N
A
 / 
ß-
ac
tin
m
R
N
A
  (
cp
m
 / 
cp
m
) x
10
00
 
E
T
-3
   
m
R
N
A
 / 
ß-
ac
tin
m
R
N
A
  (
cp
m
 / 
cp
m
) x
10
00
 
 
 
 
 
 
 
 
? Zusammenfassung der Ergebnisse der Dosis- Wirkungsbeziehungen (nach 2 Wochen): 
 
- Die Dosislinearität war in allen untersuchten Körpergeweben bei allen galenischen 
Formulierungen gegeben. Die Eonlabs Formulierung wich nur im Blut nicht ab 
vom Ausmaß der Dosislinearität verglichen mit Neoral und Gengraf. In allen 
untersuchten Organen war das Ausmaß der Dosislinearität der Eonlabs 
Formulierung signifikant erniedrigt. 
- Der Grad der Metabolisierung des CsA war stark dosisabhängig, insbesondere bei 
der AM4N Bildung. Die Eonlabs Formulierung führte zu einer intensiveren 
Metabolisierungsrate im Dosierungsbereich von 1- 10 mg/kg*d. 
- Die Plasmareninaktivität (PRA) nahm bei den Dosierungen 1 und 3 mg/kg*d 
dosislinear zu, blieb aber bei 10 und 30 mg/kg*d unverändert verglichen mit den 
unbehandelten Kontrolltieren 
- Die Expression der Renin mRNA stieg am stärksten bei der niedrigsten Dosierung 
an und fiel danach wieder ab, so dass bei der höchsten Dosierung kein 
signifikanter Unterschied mehr zu den Kontrolltieren bestand. 
- Die mRNA Expression der COX-1 blieb bei allen Dosierungen unverändert, die 
mRNA Expression der COX-2 dagegen fiel ab einer Dosierung von 3 mg/kg*d 
signifikant ab. 
- Die Expression der ETA Rezeptoren in den Nieren blieb unbeeinflusst, die mRNA 
Abundanz des ETB Rezeptors hingegen nahm schon bei einer Dosierung von 1 
mg/kg*d signifikant ab. 
 
 
 
 
Abb.36 Darstellung mRNA Expression der ET 
Rezeptoren A und B im Nierengewebe   (n = 6, 
x ± SEM, ? p< 0.05) 
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6.2   Vergleichende Untersuchungen zur Bioverfügbarkeit und des Metabolismus 
des Cyclosporin A an nierentransplantierten Ratten 
 
 
Bei der Darstellung der Ergebnisse der Transplantationsversuche werden folgende 
Abkürzungen und Gruppenbezeichnungen verwendet (s.a. 4.2.2). 
 
MK 
 
 
NEO, GEN, EON  
 
Medikationskontrollen; diese Gruppen erhielten über die 
Versuchsdauer (6 Wochen) nur das jeweilige Medikament in der 
Dosierung 10 mg/kg*d 
NEORAL, GENGRAF, EONLABS 
OPK 
 
 
 
UNX, UNX+ 
 
 
ITX, ITX+ 
OP Kontrollen; die Tiere in diesen Gruppen dienten zur Erfassung 
der OP bedingten Beeinflussung und Schädigung der Nieren, sowie 
des CsA Metabolismus 
 
Unilateral nephrektomierte Ratten, UNX+: mit Medikation (nur 
NEORAL 10 mg/kg*d) 
 
Unilateral isotransplantierte Ratten, zusätzlich wurde die andere 
native Niere ektomiert. ITX+ : wiederum mit Medikation (nur 
NEORAL 10 mg/kg*d) 
 
TX 
 
 
TXNEO 
TXGEN 
TXEON 
 
TXL, NEO L 
Unilateral allotransplantierte Ratten, beide native Nieren wurden 
entfernt. 
 
Diese 3 Gruppen bekamen die jeweiligen Medikamente NEORAL, 
GENGRAF, EONLABS in der Dosierung 10 mg/kg*d. 
 
 
Um die TX Gruppen mit einem „worst case“ zu vergleichen, 
wurden noch 2 Gruppen benötigt. TXL: Unterdosierte (L=low 
dose) allotransplantierte Ratten, die nur 1 mg/kg*d NEORAL 
bekamen. NEO L ist hierfür wiederum die Medikationskontrolle, 
d.h. diese Tiere bekamen nur das Medikament (1 mg/kg*d 
NEORAL) über 6 Wochen. 
 
C0 
 
 
C  [µg / g] oder [µg / ml] oder 
cCsA 
 
Talspiegel (= trough-Spiegel) des CsA oder der Metaboliten 24h 
nach der letzten Gabe jeweils im Vollblut und in den Organen 
 
Konzentration des CsA und der Metaboliten im Gewebe und im 
Vollblut 
 
CM 
 
CsA Metaboliten 
W Wochen 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse
 
- 73 - 
 
6.2.1   C0- Werte des CsA und der CsA Metaboliten (CM) in verschiedenen biologischen 
Matrizes 
 
6.2.1.1 Talspiegel des CsA und der CM im Vollblut 
 
► C0 CsA Vollblut: 
 
Die Talspiegel (trough concentration) des CsA waren in den Allotransplantationsgruppen 
(TX) im Vergleich zu den Medikationskontrollen (MK) nach 6 Wochen signifikant 
erniedrigt (a1). Innerhalb der TX Gruppen zeigten die TXEON Tiere im Vergleich zu 
TXNEO bzw. TXGEN eine zusätzliche Absenkung des Trough-Wertes (a2). Eine 
weitere Beobachtung war in diesem Zusammenhang die Bestätigung der geringeren 
Bioverfügbarkeit des CsA nach TX, da dieselben Ratten (TX Gruppen) zum Zeitpunkt 
der OP etwa um 100% höhere Talspiegel besaßen als nach 6 Wochen (a3). ITX+ und 
UNX+ waren im Hinblick auf CsA konform mit den Medikationskontrollen, so dass eine 
Auswirkung des Isotransplantats, sowie der unilateralen Nephrektomie, jeweils mit 
Medikation, auf C0 CsA ausgeschlossen werden kann. Es traten daher dieselben 
signifikanten Unterschiede zwischen ITX+ bzw. UNX+ und den TX Gruppen auf (nicht 
eingezeichnet). 
 
 
   
1,0
0,2
0,4
0,6
0,8
NE
O
GE
N
EO
N
IT
X 
+
UN
X 
+
TX
 N
EO
TX
 G
EN
TX
 EO
N
C
 C
sA
 [µ
g/
m
l]
BLUT   CsA
cCsA n. 6 Wochen
cCsA z.Zeitpkt. d. OP
a1
a2
a3
a2
a3a3
C
 C
sA
 [µ
g/
m
l]
 
 
Abb. 37   C0 CsA der TX, MK und OPK zu Beginn und am Ende der Versuchsreihe im Vollblut der 
Ratten. Die dunklen Balken im Hintergrund stellen die CsA Werte zum Zeitpunkt der Operation dar. 
Die weißen Balken zeigen die CsA Werte der MK- und TX Gruppen, die quergestreiften Balken die 
der OPK 6 Wochen später dar (n = 8, x ± SEM, a  p < 0.05) 
 
 
Ergebnisse
 
- 74 - 
 
► C0 CM Vollblut: 
 
Im Vollblut veränderten sich 
hinsichtlich des Profils der CsA 
Metaboliten nur die Talspiegel von 
AM4N. Nach Allotransplantation 
erhöhten sich die AM4N Gehalte bei 
allen Tieren signifikant (d3). Auch 
waren innerhalb dieser Gruppen 
sowohl die AM4N Spiegel der 
TXEON Gruppe (d2), als auch der 
EON Gruppe (d1) signifikant höher als 
bei den jeweiligen anderen 
Gruppenmitgliedern. Die CM Werte 
der ITX+ und UNX+ sind wiederum 
nicht verschieden von denen der MK, 
mit Ausnahme von EON (nicht 
eingezeichnet). Folglich bestehen 
zwischen den OPK und den TX 
Gruppen die gleichen Unterschiede 
wie zwischen MK und TX (nicht 
eingezeichnet).  
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Abb. 38 C0 CM der TX, MK und OPK im Vollblut 
nach 6W. Die OPK sind jeweils in quergestreiften 
Balken zwischen MK und TX (n = 8, x ± SEM, 
d  p < 0.05). 
 
 
? Zusammenfassung:  Talspiegel des CsA und der Metaboliten im Vollblut  
 
- Die CsA Talspiegel im Vollblut der Ratten erniedrigten sich signifikant nach 
Allotransplantation im Laufe von 6 Wochen.  
- Die Talspiegel des CsA und der CM der MK und OPK blieben konstant über die 
Dauer von 6 Wochen im Vollblut und unterschieden sich nicht voneinander. 
- Innerhalb der TX Gruppen waren die CsA Talspiegel von TXEON zusätzlich noch 
niedriger als bei TXNEO und TXGEN. 
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- Unter den CM im Vollblut zeigte nur AM4N signifikante Änderungen. Nach 
Allotransplantation waren die AM4N Spiegel deutlich höher als bei alleiniger 
Medikation, wobei jeweils EON, sowie TXEON sich durch zusätzliche Erhöhung 
der AM4N Werte von den anderen MK, sowie TX Gruppen abhob. 
- Weder die unilaterale Nephrektomie (UNX+) noch die Isotransplantation (ITX+) 
jeweils mit Medikation veränderten weder die CsA noch die CM Spiegel 
verglichen mit den Medikationskontrolltieren. 
 
 
6.2.1.2 Talspiegel des CsA und der CM im Nierengewebe 
 
► C0 CsA Niere: 
 
Die Analyse des CsA im Nierengewebe wurden auf 2 Arten durchgeführt: Zum einen 
wurde der Gehalt in der Gesamtniere bestimmt, zum anderen wurden die 
Konzentrationen in den makroskopisch unterscheidbaren Nierenzonen (Cortex, Medulla) 
gemessen.  
Nach Allotransplantation fanden sich signifikant erniedrigte CsA Talspiegel in der 
Gesamtniere bezogen auf die MK Tiere bei TXNEO und TXGEN (a3), aber nicht bei den 
TXEON Tieren. Die CsA Gehalte der EON Ratten (a1), sowie der TXEON Ratten (a2) 
unterschieden sich signifikant innerhalb der MK bzw. TX Gruppe durch niedrigere 
Talspiegel, jedoch fand sich keine Differenz zwischen EON und TXEON selbst. Die 
Konzentrationsverhältnisse in der Niere, aber auch in anderen Organen lagen im Mittel 
um den Faktor 10 höher als die entsprechenden Werte im Vollblut. 
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Abb. 39   C0 CsA der TX, MK und OPK in der Gesamtniere (weiße Balken) und aufgespaltet in die 
Nierenzonen Cortex (graue Balken) und Medulla (schwarze Balken). Oben rechts ist das Verhältnis 
der Konzentrationen in der Medulla zur Konzentration im Cortex dargestellt (n = 8, x ± SEM, a  p < 
0.05). 
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Betrachtet man die CsA Konzentrationen in den Nierenzonen, so zeigen sich im Cortex 
etwa 5-fach höhere Wert im Vergleich zum Nierenmark. Dies ist auch nicht 
überraschend, da der Nierencortex bis zu 10-mal stärker durchblutet ist als die Medulla. 
Bei den MK pendelt sich das Verhältnis cCsA Medulla / cCsA Cortex bei etwa 0,2 ein. 
Auch ITX und ITX+ liegen in diesem Bereich. Einen Anstieg dieses Faktors, jedoch 
nicht signifikant, sieht man nach Allotransplantation bei TXNEO und TXGEN. Eine 
signifikante Erhöhung findet sich bei TXEON (a1), was durch eine Zunahme des CsA 
Gehaltes in der Medulla bedingt ist und auf Folgen des Abstoßungsprozesses, z.B. 
Einblutungen, hindeutet (s. 6.2.8 Histopathologie der Niere S.95). 
 
► C0 CM Niere: 
 
Die Talspiegel der CM wurden nur im Gesamtnierengewebe ermittelt. Das CM Profil 
zeigte, anders als im Blut, nur signifikante Unterschiede der Konzentrationen des 
Metaboliten AM1. TXNEO und TXGEN wiesen deutlich erhöhte AM1 Werte im 
Vergleich zu NEO und GEN auf (b2). Die AM1 Konzentrationen zeigten keine 
Unterschiede zwischen TXEON und EON, sie waren aber in der MK Gruppe bei EON 
signifikant höher als bei NEO und GEN (b1). ITX+ bzw. UNX+ zeigten auch hier keine 
signifikanten Abweichungen von den MK, außer von EON (nicht dargestellt).  
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Abb. 40   C0 CM der TX, MK und OPK in der Gesamtniere. Die quergestreiften Balken der OPK 
(ITX+, UNX) trennen wieder die MK von den TX Gruppen (n = 8, x ± SEM, b  p < 0.05). 
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? Zusammenfassung:   Talspiegel des CsA und der Metaboliten in der Niere 
 
- Die Talspiegel des CsA im Nierengewebe wiesen eine signifikante Verminderung 
nach Allotransplantation im Vergleich zur Medikation der Kontrolltiere auf.  
- Innerhalb dieser beiden Gruppen zeigte jeweils EON, sowie TXEON eine zusätzliche 
Erniedrigung der CsA Werte im Vergleich zu den jeweiligen anderen Tieren in den 
Gruppen. 
- Das Verhältnis der CsA Konzentrationen im Nierenmark zur Nierenrinde stieg 
aufgrund ansteigender Werte in der Medulla nach Allotransplantation an und erreichte 
ein Maximum bei TXEON. 
- Die Talspiegel der CM in der Gesamtniere differierten nur bei AM1. Erhöhte Werte 
waren bei TXNEO und TXGEN im Vergleich zur entsprechenden MK feststellbar. 
Die AM1 Konzentrationen von EON waren signifikant erhöht gegenüber NEO und 
GEN, aber nicht im Vergleich mit TXEON. 
- Die Isotransplantation (ITX+) bzw. Nephrektomie (UNX+) bewirkte keine 
Veränderungen verglichen mit den Medikationstieren, außer zu EON. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse
 
- 78 - 
 
6.2.1.3 Talspiegel des CsA und der CM im Lebergewebe 
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► C0 CsA Leber 
 
Die Unterschiede in der 
Leber waren weniger 
stark ausgeprägt als in der 
Niere aber dennoch 
signifikant zwischen MK- 
und TX- Gruppen (a1). 
Innerhalb dieser Gruppen 
konnten allerdings keine 
Unterschiede festgestellt 
werden. Weiterhin waren 
auch keine Unterschiede 
zwischen ITX, sowie 
ITX+ und den MK 
messbar (Die 
Unterschiede der OPK zu 
den TX Gruppen sind 
nicht eingezeichnet). 
 
► C0 CM Leber 
 
Die Unterschiede in den 
AM1 Konzentrationen 
waren vergleichbar mit 
den Ergebnissen in den 
Nieren. Deutliche 
Erhöhungen waren bei 
den TXNEO und TXGEN 
Tieren im Vergleich zu 
NEO und GEN erkennbar 
(b2). Es wurden höhere 
Spiegel an AM1 bei der 
EON Gruppe im 
Vergleich zur restlichen 
MK (b1) beobachtet, die 
sich nach Allotrans-
plantation (TXEON) nicht 
signifikant änderten.  
Die AM4N Spiegel lagen 
signifikant höher bei den 
TX Gruppen (d3) 
verglichen mit den MK 
Tieren. Innerhalb dieser  
Abb. 41   C0 CsA und CM der TX, MK und OPK in der Leber. 
Das große Diagramm zeigt die CsA Werte, darunter die Spiegel 
der 4 Metaboliten (n = 8, x ± SEM, a, b, d  p < 0.05). 
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Gruppen waren wiederum die Werte der EON (d1) bzw. TXEON Tiere (d2) deutlich 
höher gegenüber den jeweiligen anderen Mitgliedern der Gruppen. Auch im 
Lebergewebe zeigten die OPK (ITX+ und UNX+) keine Auffälligkeiten und entsprachen 
den MK Ratten NEO und GEN. 
 
 
 
? Zusammenfassung:   Talspiegel des CsA und der Metaboliten in der Leber 
 
- Im Lebergewebe fanden sich die höchsten Konzentrationen von CsA verglichen mit 
allen anderen untersuchten Organen. 
- Wie auch in der Niere festgestellt, besitzen alle Ratten nach Allotransplantation in der 
Leber signifikant niedrigere CsA Konzentrationen als bei alleiniger Medikation. 
Jedoch waren keinerlei Unterschiede sowohl innerhalb der TX als auch der MK 
Gruppen feststellbar. 
- Die Metabolitenkonzentrationen von AM1 und AM4N unterschieden sich signifikant 
in der Leber. 
- AM1 war in den Gruppen TXNEO und TXGEN ggü. NEO bzw. GEN signifikant 
erhöht. Innerhalb der MK Gruppe war der Gehalt an AM1 der EON Tiere signifikant 
höher verglichen mit NEO und GEN. Keine Unterschiede fanden sich zwischen den 
AM1 Konzentrationen von EON und TXEON. Nach Allotransplantation wiesen alle 
Tiere gleiche AM1 Gehalte in der Leber auf. 
- Ein vergleichbares Bild bietet sich auch bei Betrachtung des Metaboliten AM4N. Es 
gelten hier dieselben Unterschiede wie für AM1, jedoch mit der Ausnahme, dass 
zusätzlich die AM4N Werte der TXEON Gruppe so hoch lagen, dass sie sich 
einerseits signifikant von den Konzentrationen der EON Ratten, andererseits auch von 
TXNEO und TXGEN innerhalb der TX Gruppe unterschieden. 
- Die OPK (ITX+, UNX+) zeigten auch in der Leber keine Unterschiede hinsichtlich 
CsA und CM Talspiegel zu den MK (außer zu EON) und wiesen dieselben 
Differenzen wie die MK zu den TX Gruppen auf. 
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6.2.1.4 Talspiegel des CsA und der CM im Thymusgewebe 
 
► C0 CsA Thymus 
 
Auch im Thymusgewebe 
wurden Analogien zu den 
bereits dargestellten 
Daten der Talspiegel des 
CsA beobachtet. 
Signifikante Er-
niedrigungen der CsA 
Konzentrationen waren 
zwischen den MK- und 
TX- Gruppen (a3), sowie 
innerhalb dieser Gruppen 
zu EON (a1) bzw. 
TXEON (a2) nach-
weisbar. Die CsA 
Talspiegel der OPK 
zeigen keine Differenzen 
zu NEO und GEN, aber 
zu EON und den TX 
Gruppen (nicht einge-
zeichnet). 
 
► C0 CM Thymus 
 
Die einzigen Unter-
schiede im CM-Profil 
weisen die AM4N Werte 
auf. Es konnten hier 
jedoch keine Differenzen 
zwischen den MK und 
TX Gruppen festgestellt 
werden. Innerhalb der 
MK, sowie TX Gruppe 
waren die AM4N 
Talspiegel von EON 
(d1), sowie TXEON (d2) 
signifikant höher. Die 
OPK verhielten sich 
unauffällig bezüglich 
AM4N. 
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Abb. 42   C0 CsA und CM der TX, MK und OPK im Thymus. Das 
obere Diagramm zeigt die CsA Konzentrationen, darunter die Spiegel 
der 4 Metaboliten. Die quergestreiften Balken stellen jeweils die 
OPK dar (n = 8, x ± SEM, a, d  p < 0.05).  
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? Zusammenfassung: Talspiegel des CsA und der Metaboliten im Thymus 
 
- Nach Allotransplantation zeigten sich auch im Thymusgewebe niedrigere CsA 
Spiegel als bei Gabe von CsA in intakten Kontrolltieren, wobei sowohl die Ratten der 
EON Gruppe als auch der TXEON Gruppe die signifikant niedrigsten 
Konzentrationen in ihren Gruppen besaßen. 
- Hinsichtlich der Metaboliten war nur AM4N auffällig im Thymusgewebe. Keine 
Unterschiede bestanden zwischen Kontrollmedikation und Allotransplantation. 
- Signifikant höhere Werte von AM4N waren bei EON und TXEON verglichen mit den 
NEO und GEN bzw. TXNEO und TXGEN zu beobachten. 
- Keine Unterschiede hingegen besaßen die OPK zu NEO und GEN, jedoch zeigten sie 
dieselben Unterschiede wie diese im Hinblick auf EON (nicht eingezeichnet). 
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6.2.1.5 Talspiegel des CsA und der CM im Milzgewebe 
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► C0 CsA 
 
Im Milzgewebe konnten 
keine signifikanten 
Unterschiede zwischen 
den MK und den TX 
Gruppen nachgewiesen 
werden. Jedoch waren 
die CsA Werte für EON 
(a1) bzw. TXEON (a2) 
wieder signifikant 
niedriger in den 
jeweiligen Gruppen. Die 
OPK waren nicht 
verschieden von NEO 
und GEN bzw. TXNEO 
und TXGEN. 
(Unterschiede zu TX 
EON nicht einge-
zeichnet). 
 
► C0 CM Milz 
 
In der Milz waren keine 
signifikanten Differenzen 
in den Profilen der 
Metaboliten zu erkennen. 
 
? Zusammenfassung: C0 
CsA, CM in der Milz 
- Die TX veränderte 
die CsA Spiegel 
nicht, verglichen mit 
der MK Tieren 
-  EON bzw. TXEON 
besaßen in ihren 
Gruppen die 
niedrigsten CsA 
Werte. 
-  Es waren keine 
Unterschiede in den 
CM Konzentrationen 
messbar. 
 
Abb. 43   C0 CsA, CM der TX, MK und OPK in der Milz. Das große 
Diagramm zeigt die CsA Werte, darunter die Spiegel der 4 
Metaboliten. Die quergestreiften Balken zeigen jeweils die OPK  
(n = 8, x ± SEM, a  p < 0.05). 
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6.2.2 CsA und Metaboliten Ausscheidung in den 24h-Sammelurin 
 
► CsA Ausscheidung in den 24h-Sammelurin 
 
Die Bedeutung der Niere als Ausscheidungsorgan für CsA ist von untergeordneter 
Bedeutung, da im Durchschnitt nur etwa 6% der bioverfügbaren Arzneistoffmenge 
unverändert renal eliminiert werden. Jedoch bietet der Harn einen leichten Zugang zu 
möglichen bestimmbaren Kennzeichen für die Bioverfügbarkeit des CsA oder 
Abstoßungsepisoden. Hierzu eignet sich die Bestimmung des CsA und der CM 
Konzentrationen im 24h Sammelurin, da diese Substanzen im Urin kumulieren. Ein 
möglicher Zusammenhang zwischen CsA und CM Konzentrationen im Urin und der CsA 
Bioverfügbarkeit im Blut werden später diskutiert. Die absolute ausgeschiedene 
Stoffmenge in den Urin ist als [µg/24h] angegeben (cCsA bzw. cCM [µg/ml] x 
Urinvolumen [ml/24h]). 
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Abb. 44   CsA Exkretion in den 24h-Sammelurin im Verlauf von 6 Wochen. Im oberen 
Diagramm sind die MK, darunter die TX Gruppen dargestellt. Das kleine Diagramm rechts 
zeigt die OPK (n = 8, x ± SEM,  a, b, c  p < 0.05). 
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Die Ausscheidung des CsA in den Urin ist bei den MK und OPK Tieren über 6 Wochen 
unverändert (a1n.s.). Nach 1 Woche sind bei allen allotransplantierten Tieren (TX) 
signifikant niedrigere Werte im Urin als bei den MK nachzuweisen (b1), nach 3 und 6 
Wochen nur noch bei EON ggü. TXEON (b1). Die TX Gruppen zeigen in den ersten 3 
Wochen untereinander noch keine signifikanten Unterschiede (b2n.s.), jedoch nach 6 
Wochen scheiden die TXEON Ratten wesentlich weniger CsA in den Urin aus als 
TXNEO und TXGEN (b2). Bei TXNEO und TXGEN war dagegen sogar ein 
Aufwärtstrend, bei TXEON ein Abwärtstrend während des Versuchsverlaufs erkennbar, 
der jedoch statistisch nicht signifikant war. Die OPK verhielten sich wie die MK und 
zeigten keine Unterschiede (c1n.s.) innerhalb ihrer Gruppe. 
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► AM1 und 1c im 24h 
Urin  
 
Es konnten keine 
signifikanten Unter-
schiede weder in den 
AM1 noch in den 
AM1c Ausscheidungen 
aller Gruppen im Urin 
nachgewiesen werden. 
 
 
Abb. 45   AM1 und 1c Ausscheidung in den 24h Sammelurin über 6 
Wochen. Dargestellt sind in der oberen Hälfte die AM1, in der unteren 
Hälfte die AM1c Werte (n = 8, x ± SEM). 
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► AM4N im 24h Urin 
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Die MK unterschieden 
sich innerhalb der 
jeweiligen Zeitpunkte 
signifikant voneinander, 
da EON jeweils höhere 
Ausscheidungsraten an 
AM4N in den Urin 
aufwies als NEO und 
GEN (a1). Ein ähnliches 
Bild ergab sich nach TX. 
TXEON zeigte deutlich 
höhere Spiegel zu den 
jeweiligen Zeitpunkten 
als TXNEO und 
TXGEN (b2). Nach 1W 
überstiegen die AM1 
Spiegel von TXEON die 
der EON Tiere, nach 3 
W war dies auch bei 
TXNEO und nach 6 W 
bei allen TX Ratten der 
Fall (b1). Kein Effekt 
war innerhalb der OPK 
Gruppe erkennbar 
(c1n.s.). Zwischen den 
OPK und den TX Ratten 
bestand nur ein 
Unterschied zu TXEON 
(nicht eingezeichnet).
 
 
 
 
 
 
 
► AM9 im 24h Sammelurin 
 
Im Versuchsverlauf über 6 Wochen konnte in allen Gruppen eine Zunahme der AM9 
Spiegel im Urin beobachtet werden, wobei die Werte nach 6 W signifikant erhöht waren 
ggü. den Resultaten nach 1 W (d1, e1, f1). Ein zusätzlicher Unterschied fand sich bei 
EON in der MK Gruppe zwischen 3 und 6W (d2). 
Abb. 46   AM4N und AM9 Ausscheidungen in den 24h Urin. 
Dargestellt sind in der oberen Hälfte die AM4N, in der unteren Hälfte 
die AM1c Werte   (n = 8, x ± SEM, a, b, c, d, e, f  p < 0.05). 
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? Zusammenfassung: CsA und CM Ausscheidungen in den 24h Sammelurin 
 
- Die alleinige Medikation über 6 Wochen (MK) beeinflusst die Ausscheidung des CsA 
in den Urin nicht. Auch innerhalb der Medikationsgruppe konnten keine Unterschiede 
festgestellt werden, obwohl bei den EON Tieren die CsA Konzentrationen im Blut 
und in den Organen signifikant niedriger lagen.  
- Nach Allotransplantation waren die CsA Werte im Urin nach 1W bei allen TX Tieren 
niedriger als bei den MK, wobei nach 3W keine Unterscheide mehr zwischen 
TXNEO bzw. TXGEN zu NEO bzw. GEN nachweisbar waren. Anders bei TXEON, 
hier waren die CsA Werte nach 3 und 6W signifikant erniedrigt ggü. EON, so dass 
nach 6 W signifikante Unterschiede innerhalb der TX Gruppe vorhanden waren.  
- Offensichtlich hatte sowohl die TX Operation (ITX+), als auch die unilaterale 
Nephrektomie (UNX+) keinen Einfluss auf die CsA Exkretion in den Urin. Somit ist 
die anfängliche Erniedrigung der CsA Ausscheidung in den Urin nach 
Allotransplantation auf andere Mechanismen, z.B. Immunreaktionen des Körpers auf 
das Transplantat zurückzuführen. 
- Die CM AM1 und AM1c zeigten keine Unterschiede sowohl innerhalb der einzelnen 
Gruppen, als auch über den zeitlichen Verlauf des Versuches. 
- Anders waren die Verhältnisse bei den CM AM4N und AM9. Bei den MK waren die 
AM4N Werte im Urin konstant über 6W, wobei EON zu jedem Zeitpunkt signifikant 
höhere AM4N Gehalte im Urin besaß. 
- Nach Allotransplantation erhöhten sich die AM4N Ausscheidungen nach 1W 
zunächst nur bei TXEON verglichen mit EON. Nach 6 Wochen sezernierten alle TX 
Ratten mehr AM4N als die MK Tiere. Die oben bei den MK beschriebenen 
Unterschiede zu EON innerhalb der Gruppe bestanden auch nach Allotransplantation 
jeweils zu TXEON innerhalb der TX Gruppen. Wie auch die AM1 bzw. AM1c Werte 
betreffend, waren die AM4N Spiegel bei ITX+ und UNX+ nicht verändert und 
gleichwertig mit den Gehalten der MK. 
- Eine deutliche Veränderung wiesen die AM9 Werte im 24h Urin auf. Schon bei den 
MK war bei allen Tieren ein signifikanter Anstieg nach 6W bezogen auf den 1W 
Wert zu verzeichnen. Die gleichen Verhältnisse waren nach Allotransplantation sowie 
bei den OPK nachzuweisen. Interessanterweise unterschieden sich die AM9 
Ausscheidungen zwischen TX und MK Tieren nicht, somit muss von einem CsA 
verursachten Effekt ausgegangen werden.  
 
 
6.2.3   Parameter der Nierenfunktion 
 
Zur Beurteilung der Nierenfunktion bzw. deren Beeinträchtigung wurden zum einen die 
Serum Creatinin (SCrea) Werte, zum anderen die 8-Isoprostan Ausscheidungen in den 
Urin herangezogen. Obwohl, bedingt durch den Creatinin blinden Bereich, ein Anstieg 
der harnpflichtigen Substanzen im Plasma erst ab einer Reduktion der glomerulären 
Filtrationsrate um ca. 50% nachzuweisen ist, konnte man bei den transplantierten Ratten 
z.T. hohe Anstiege in den SCrea Werten erkennen. Die wichtigste Vergleichsgruppe für 
die allotransplantierten Ratten (TX) hinsichtlich der Nierenparamter stellen die ITX+ 
Tiere dar, da diese die Auswirkungen der Transplantations-OP Technik, der unilateralen 
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Nephrektomie, sowie der Medikation in sich vereinen. Unterschiede zwischen den TX 
und den ITX+ Gruppen sind folglich allein auf die Reaktion des Körpers auf das 
Allotransplantat zurückzuführen und geben daher Aufschluss über die Effektivität der 
immunsuppressvien Therapie. Im Gegensatz zu den vorher dargestellten Ergebnissen, 
werden hier noch das unbehandelte Kontrollkollektiv (K), sowie die nicht medikamentös 
behandelten OPK (UNX und ITX) Ratten mitbesprochen. 
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6.2.3.1 Serum Creatinin Werte 
 
Die Creatinin Werte im Serum 
veränderten sich nicht innerhalb 
der MK Gruppe, auch nicht im 
Vergleich mit dem unbehandelten 
Kontrollkollektiv über 6W 
(a1n.s.). Im Kontrast dazu waren 
die SCrea Werte bei allen TX-
Gruppen zu jedem Zeitpunkt 
signifikant erhöht verglichen mit 
den MK (b1). Die TX Gruppen 
zeigten erst nach 6W 
Unterschiede beim gegenseitigen 
Vergleich. Es waren bei TXEON 
signifikant höhere SCrea Spiegel 
als bei TXNEO bzw. TXGEN 
messbar (b2). 
Wie oben bereits erwähnt stellen 
die ITX+ Tiere die beste 
Kontrollgruppe zu den 
allotransplantierten Ratten (TX) 
dar. Nach 1 und 3W erhöhte sich 
das SCrea nur bei den TXEON 
Tieren im Vergleich zu ITX+ 
(c1). Infolge des Ausheilens des 
operativen Eingriffes sanken die 
SCrea Werte bei ITX+ bzw. ITX 
am Ende der Versuchsdauer (c4), 
jedoch war das SCrea nach 6 
Wochen bei allen TX Tieren 
signifikant höher als bei ITX+ (c1). Die genauere Betrachtung der OP Kontrolltiere ist 
zur Beurteilung der Ursachen für eine Beeinträchtigung der Nierenfunktion nach 
Allotransplantation von großer Bedeutung. Wirft man zunächst einen Blick auf die 
nephrektomierten Versuchtiere (UNX, UNX+), so findet man keine relevanten 
Unterschiede bezüglich des Einflusses der Medikation auf den SCrea Gehalt bei UNX+ 
(c6n.s). Des Weiteren unterscheiden sich die SCrea Daten der UNX und UNX+ Gruppen 
nicht von dem unbehandelten Kontrollkollektiv (K) (nicht eingezeichnet). Anders verhält 
es sich bei isotransplantierten Tieren ITX und ITX+. Zu Beginn des Versuches nach 1W, 
Abb. 47   Darstellung der Serum Creatininwerte der MK, TX 
und OPK Ratten über die Versuchsdauer von 6 Wochen (n = 
8, x ± SEM, a, b, c  p < 0.05).  
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ist das SCrea bei ITX und ITX+ signifikant höher als bei K (nicht eingezeichnet), geht 
aber im Laufe der folgenden 5 W auf den Normwert zurück (c4). Auch hier finden sich 
zu keinem Zeitpunkt signifikante Differenzen in den SCrea Konzentrationen zwischen 
ITX und ITX+ (c5n.s.). 
Fokussiert man nun speziell die Unterschiede zwischen ITX und UNX bzw. ITX+ und 
UNX+, so bemerkt man nach 1W bei beiden Vergleichen signifikant höhere SCrea 
Spiegel bei ITX und ITX+ (c2, c3), die nach 3 und 6W nicht mehr vorhanden waren 
(c2n.s., c3n.s.). 
 
 
? Zusammenfassung: Creatinin Werte im Serum 
 
- Die ausschließliche Medikation (MK) mit CsA 10 mg/kg*d führte in keinem Fall zu 
einer Erhöhung der SCrea Spiegel im Vergleich zu einem unbehandelten Kollektiv. 
Dagegen zeigten alle allotransplantierten Ratten (TX) eine signifikante Erhöhung des 
SCrea. Nach 6 W übertrafen die TXEON Ratten innerhalb der TX Gruppe die SCrea 
Spiegel von TXNEO und TXGEN. 
- Das SCrea der ITX+ Tiere, welche die Auswirkungen der Operation, Nephrektomie 
und Medikation zeigten, wurde nach 1 bzw. 3 von TXEON, nach 6 Wochen von allen 
TX Gruppen übertroffen. Dieser Vergleich gibt Aufschluss über die Effektivität der 
immunsuppressvien Therapie auf die Nierenleistung nach Allotransplantation. 
- Sowohl die Nephrektomie (UNX), als auch die Kombination aus Nephrektomie und 
Medikation (UNX+) erhöhen die SCrea Konzentration nicht. 
- Die Isotransplantation und Nephrektomie (ITX), sowie die zusätzliche Kombination 
mit CsA (ITX+) führt zu einem gleichen Ausmaß an Erhöhung des SCrea, die nach 6 
Wochen im Sinne einer restitutio ad integrum wieder auf den Ausgangswert 
zurückging. 
- Beim Vergleich der ITX Tiere mit den UNX kommt man zu dem Schluss, dass der 
SCrea Anstieg nach 1W allein durch die OP bedingt ist und in der Folge wieder auf 
ein normales Niveau absinkt. Die zusätzliche Medikation (ITX+, UNX+) führte zum 
gleichen Ausmaß an Erhöhung des SCrea. Folglich hat die Medikation auf diese 
initiale Erhöhung in den SCrea Werten keinen Einfluss, was auch durch die 
konstanten SCrea Werte der Medikationsgruppen über die ganzen 6 Wochen bestätigt 
wurde. 
 
6.2.3.2   8-Isoprostan Gehalt im 24h Urin 
 
COOH
OH
OH
OH
COOH
OH
OH
OH
PGF2α 8-epi-PGF2α  
 
Abb.48   Strukturformeln des PGF2α und des 8-epi-PGF2α (8-Isoprostan) 
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Die Annahme, die Genese dieser Prostaglandin (PG) Derivate verlaufe via 
Cyclooxygenase-1 (COX-1) (Klein et al., 1997) hat sich als falsch herausgestellt und es 
besteht nun Einigkeit darüber, dass die Isoprostane (IP) die Folgen von Lipidperoxidation 
durch freie Sauerstoffradikale (Liu et al., 1998; Liu et al., 1999; Janssen 2000) 
darstellen. Die Isoprostane gelten als Marker für oxidativen Stress im Gewebe, da sie 
direkt aus Arachidonsäure und Sauerstoff- bzw. Hydroxyl- oder Hydroperoxyd-
Radikalen gebildet werden. Es werden Forschungen betrieben, die Bestimmung der IP 
bei vielen Krankheitsbildern (z.B. Arteriosklerose, M. Alzheimer, Diabetes mellitus, 
Asthma bronchiale) (Patrono et al., 1997) in der klinischen Labordiagnostik zu 
etablieren. Die deutlichsten pharmakologischen Effekte zeigt 8-epi-PGF2α (8-IP) z.B. 
durch arterielle Vasokonstriktion in der Niere, der Retina und der Lunge sowie im Gehirn 
und im Dünndarm. Weitere vasokonstriktorische Effekte sind auf die Aorta, Carotiden 
und die koronaren Gefäße nachweisbar (Janssen, 2000). 
Nach 3 und 6 W lagen die täglichen die 8-IP Ausscheidungen in den Urin bei den MK 
NEO und GEN signifikant über den Werten der Kontrolltiere (K) (a3, a4) und waren am 
Ende der Versuchsreihe erhöht 
gegenüber ihren Anfangswerten 
(a1). EON zeigte nach 1 bzw. 3W  
keine signifikanten Ab-
weichungen sowohl von K und 
als auch von NEO bzw. GEN 
(a2n.s., a5n.s.) und besaß dadurch 
deutlich geringere 8-IP Werte als 
NEO und GEN am Ende der 
Versuchsdauer (a2, a5). In der 
TX Gruppe fielen die initial 
hohen Stoffmengen an 8-IP im 
Urin von TXNEO und TXGEN 
erst gegen Ende der 
Versuchsdauer signifikant ab 
(b2), was bei TXEON nicht 
erkennbar war, so dass sich 
TXEON nach 6W signifikant von 
TXNEO und TXGEN 
unterschied (b3). Zu allen 
Zeitpunkten jedoch schieden alle 
TX Gruppen deutlich mehr 8-IP 
aus als die MK Tiere (b1). 
Wie bereits bei den Ergebnissen   
der SCrea Analysen erwähnt 
wurde, stellt die Gruppe der 
ITX+ Ratten die beste 
Vergleichsmöglichkeit für die 
Effektivität der CsA Therapie 
dar. Im gesamten Zeitverlauf war  
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Abb. 49   Darstellung der 8-IP Ausscheidungen in den 24h 
Urin der MK, TX und OPK Ratten über die Versuchsdauer 
von 6 Wochen (n = 8, x ± SEM, a, b, c  p < 0.05). 
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bei der TXEON Gruppe, bezogen auf ITX+, nach 6W eine signifikant höhere 8-IP 
Exkretion nachweisbar (c1). Die Nephrektomie mit Medikation (UNX+) und ohne 
(UNX) hatte zu keinem Zeitpunkt Einfluss auf die 8-IP Ausscheidung in den Urin sowohl 
hinsichtlich der beiden Gruppen  zueinander (c6n.s.) noch bezüglich den MK (nicht 
eingezeichnet). Deutliche Unterschiede waren bei den isotransplantierten Tieren (ITX 
und ITX+) auffindbar. Zwar unterschieden sie sich nicht voneinander (c5n.s.), jedoch 
waren ihre 8-IP Werte nach 1 und 3W signifikant höher als die der MK Tiere (nicht 
eingezeichnet). Das Ausmaß der Reduzierung der initial erhöhten 8-IP Exkretion bei 
TXNEO und TXGEN über 6W (b2) war fast identisch bei den ITX bzw. ITX+ Tieren 
(c2). Am Ende der Versuchsdauer differierten die anfänglich unterschiedlichen OPK 
Gruppen (c3, c4) nicht mehr untereinander (c3n.s., c4n.s.), auch nicht gegenüber den MK 
Tieren. Aufgrund der relativ starken Streuung der Daten der TX Tiere unterschied sich 
ITX+ am Ende auch nicht von TXNEO und TXGEN. 
 
? Zusammenfassung: 8-IP Ausscheidung in den Urin über 24h  
 
- Bei ausschließlicher Medikation (MK) erhöhte sich die Ausscheidungsrate für 8-IP 
bei NEO und GEN ab 3 Wochen verglichen mit den unbehandelten Kontrolltieren. 
Bei EON war dies nicht der Fall, so dass diese Tiere am Ende niedrigere 8-IP Werte 
als NEO und GEN aufwiesen. 
- Nach Allotransplantation (TX) zeigen alle Ratten über 6W hinweg um bis zu 10-fach 
höhere 8-IP Ausscheidungsraten als die MK Tiere. Die Werte von TXNEO und 
TXGEN fallen jedoch bis zum Ende des Versuches deutlich ab, so dass nach 6W ein 
signifikanter Unterschied zu TXEON besteht. 
- Sowohl die unilaterale Nephrektomie (UNX), als auch deren Kombination mit CsA 
(UNX+) beeinflussen die 8-IP Exkretion nicht mehr als die ausschließliche 
Medikation (MK). 
- Das CsA hat keinen Einfluss auf die 8-IP Werte im Urin nach Isotransplantation mit 
Nephrektomie (ITX und ITX+). Jedoch sind die Werte dieser OPK signifikant erhöht 
ggü. den MK Gruppen bzw. ggü. UNX, UNX+ nach 1 bzw. 3 W. Nach 6 W finden 
sich innerhalb der OPK keine Unterschiede mehr im Bezug auf die 8-IP Exkretion. 
- Der Abfall der initial erhöhten 8-IP Ausscheidung in den Urin bei ITX und ITX+ 
gleicht dem der TXNEO bzw. TXGEN Gruppen sehr stark, so dass sich hierbei auch 
keine signifikanten Unterschiede ergeben. Folglich ist dieser Effekt allein auf die 
Operation bzw. das Ischämieintervall zurückzuführen. 
- Die große Differenz von TXEON zu ITX+ bzw. den anderen allotransplantierten 
Tieren am Ende der Versuchsreihe deutet auf Abstoßungsprozesse hin, da sowohl die 
OP bzw. die Medikation, als auch die Kombination aus beiden keine derartige 
Erhöhung in der 8-IP Ausscheidung bewirken. 
 
 
6.2.4   Veränderung des systolischen Blutdrucks (sysBP) 
 
Das Symptom der Hypertonie ist eine häufige Komplikation bei der Therapie mit CaN 
Inhibitoren nach Organtransplantation. Die hierbei zugrunde liegenden Mechanismen 
sind sehr komplex und nur z.T. bekannt (s. 1.7.4). Nach Nierentransplantation spielt 
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sicherlich auch die Nierenfunktion eine große Rolle, da die Niere eine Schlüsselrolle in 
der physiologischen Blutdruckregulation einnimmt. Die folgenden Angaben zur 
Blutdruckänderung sind bezogen auf das unbehandelte Kontrollkollektiv (K). 
Es konnte bei allen MK Tieren erst nach 3 Wochen ein deutlicher Anstieg des sysBP 
registriert werden (a1), wobei sich zu diesem Zeitpunkt EON zusätzlich durch einen 
niedrigeren Blutdruck signifikant von NEO und GEN unterschied (a2). Nach 6W fiel der 
sysBP bei allen MK Ratten etwas ab, wobei sich nur bei NEO Signifikanzen 
abzeichneten (a3). Der sysBP nach 6 wöchiger Medikation (MK) war jedoch bei allen 
Gruppen immer noch signifikant höher als zu Beginn der Versuchsreihe. Nach TX 
zeigten sich deutlich erhöhte sysBP Werte im Vergleich zu den MK Tieren bereits nach 
einer Woche (b1). Innerhalb der TX Gruppen fiel der Blutdruck nach 6 Wochen  bei 
TXNEO und TXGEN signifikant ab (b2). Der konstant gebliebene BP der TXEON Tiere 
führte am Ende zu deutlichen Unterschieden in dieser Gruppe (b3). 
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Ein geeigneter Ansatz zur 
Klärung der generellen 
Ursachen der Blutdruckver-
änderungen ist auch hier die 
Betrachtung der OP-Kontroll-
tiere. Der Vergleich der sysBP 
Daten der allotransplantierten 
Tiere mit den isotransplantierten 
(mit CsA, ITX+) zeigt nach 1 
Woche keine Unterschiede 
(c1n.s.). Erst nach 3W ist der 
Blutdruck bei allen TX Ratten 
signifikant höher als bei ITX+ 
(c1), nach 6W besteht dieser 
Unterschied nur noch bei 
TXEON (c1).  
Die initiale Erhöhung des 
Blutdrucks war bei ITX+ stärker 
ausgeprägt als bei den 
isotransplantierten Tieren ohne 
Medikation (ITX), jedoch war 
diese Differenz nach 1W nicht 
signifikant (c6n.s.), nach 3W 
dagegen schon (c6). Im 
zeitlichen Verlauf über 6W ist 
eine vergleichbare Reduzierung 
des Blutdrucks bei diesen 
beiden Gruppen erkennbar (c2), 
so dass am Ende des Versuches 
keine Unterschiede bestanden 
(c6n.s.). Die Nephrektomie 
führte nur in Kombination  mit 
Abb. 50   Änderung des systolischen Blutdrucks bei den MK-
, TX- und OPK- Ratten (n = 8, x ± SEM, a, b, c  p < 0.05). 
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CsA zu einem Anstieg des sysBP nach 3 W im Vergleich UNX zu UNX+(c7, c3) und 
ging nach 6W ebenso wie bei den MK Tieren zwar signifikant zurück (c3) war aber im 
Vergleich zu den UNX Ratten immer noch erhöht (c7). Beim Vergleich ITX zu UNX 
(c4) bzw. ITX+ zu UNX+ (c5) wird deutlich, dass der Einfluss der OP den anfänglichen 
Blutdruckanstieg verursacht und nicht die unilaterale Nephrektomie (c4), worauf das 
CsA keinen Einfluss hat (c5 bzw. c6n.s., c7n.s.). Die Blutdrucksituation nach 3W (c5n.s.) 
scheint vornehmlich durch CsA hervorgerufen zu werden, da der Einfluss der OP zu 
diesem Zeitpunkt beinahe abgeklungen ist (c6) und die Nephrektomie den sysBP auch 
nicht beeinflusst. Nach 6W findet sich die gleiche Situation mit reduzierten BP Werten, 
vergleichbar mit der Situation bei den MK Tieren, was wieder auf das Medikament 
zurückzuführen ist, da die Beeinträchtigungen durch die OP nach 6 Wochen vollständig 
verschwunden sind und somit keine Unterschiede mehr zwischen ITX und UNX (c4n.s.) 
bzw. ITX+ und ITX (c5n.s.) bestehen. 
 
 
? Zusammenfassung: Änderung des sysBP 
 
- Das CsA verursacht bei der verwendeten Dosierung von 10 mg/kg*d (MK) einen 
signifikanten Blutdruckanstieg erst nach 3 wöchiger Applikation. Dieser Effekt war 
bei EON weniger stark ausgeprägt als bei NEO bzw. GEN. Nach 6 Wochen ist ein 
leichtes Abfallen der systolischen Blutdruckwerte bemerkbar. 
- Nach Allotransplantation besaßen alle Ratten signifikant erhöhte Blutdruckwerte im 
Vergleich zu den MK über die komplette Zeitdauer. Unterschiede innerhalb der 
Gruppen waren im Gegensatz zu den MK erst nach 6 Wochen erkennbar. Anders als 
bei reiner Medikation besaß TXEON einen deutlich höheren sysBP als TXNEO und 
TXGEN. 
- Wie zuvor beschrieben, stellt die ITX+ Gruppe die beste Vergleichsmöglichkeit für 
die allotransplantierten Tiere dar. Die Isotransplantation mit CsA (ITX+) führt zu 
demselben anfänglichen Blutdruckanstieg wie er auch nach Allotransplantation 
erkennbar ist. Die Medikation, sowie die unilaterale Nephrektomie mit und ohne CsA 
haben hierauf keinen Einfluss (s. ITX, UNX, UNX+). Somit liegt die Ursache für 
diesen initialen Anstieg z.B. an der Güte der Gefäßanastomosen, denn die 
Konsequenz einer Mangelperfusion der Niere aufgrund einer Stenose wäre eine 
Blutdrucksteigerung. Dieser Effekt reduziert sich durch Ausheilen der Folgen des 
Eingriffs nach 3 und 6 Wochen beinahe vollständig. 
- Eine Steigerung des Blutdrucks nach 3 Wochen ist allein durch das Medikament 
bedingt, denn es zeigen sich keine synergistischen oder additive Effekte bezüglich der 
Steigerung des systolischen Blutdrucks einerseits durch die Folgen der OP, 
andererseits durch die Calcineurin Blockade durch CsA. 
- Nach 6 Wochen sind die Blutdruckdaten von ITX+ und UNX+ auf demselben Niveau 
wie die Medikationskontrollen, die Blutdrücke der nicht mit CsA behandelten OP 
Kontrolltiere ITX und UNX liegen im Bereich des unbehandelten Kontrollkollektivs 
(K). Folglich sind die erhöhten sysBP Werte der TXEON Tiere gegenüber den 
TXNEO, TXGEN und ITX+ Gruppen nach 6 Wochen weder durch die OP, noch 
durch das CsA oder synergistische bzw. additive Effekte bedingt. 
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6.2.5   Interleukin-2 (IL-2) Konzentrationen im Plasma und Nierengewebe 
 
Die Hemmung der Synthese des Cytokins IL-2 ist das Ziel der CsA Therapie. Es gibt 
bisher keine schlüssigen Daten zu Gewebespiegeln des IL-2 nach TX weder bei der 
Ratte, noch beim Menschen. IL-2 ist praktisch nicht nachweisbar in den MK und nur in 
sehr niedrigen Konzentrationen in den OPK detektierbar. Die TX dagegen weisen im 
Plasma und Nierengewebe trotz immunsuppressiver Medikation signifikant höhere 
Spiegel auf (b1). 
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Abb. 51   IL-2 Spiegel im Plasma und Nierengewebe der TX und OPK Tiere   (n = 8, x 
± SEM, a, b, c  p < 0.05) 
 
Die Tiere der TXEON Gruppe hatten sowohl im Plasma als auch im Nierengewebe 
deutlich höhere IL-2 Konzentrationen als die Ratten der TXNEO bzw. TXGEN Gruppen. 
Dieses Ergebnis ist gut mit den niedrigeren Blut- bzw. Gewebespiegeln des CsA bei 
Anwendung von CsA Eonlabs® in Einklang zu bringen. Bei der Betrachtung der OPK 
wird deutlich, dass die OP (ITX) an sich einen sehr geringen Einfluss auf die IL-2 
Konzentrationen hat (b2), wobei sogar die zusätzliche Medikation (ITX+) diesen 
geringen Einfluss nicht signifikant verringern kann (b4n.s.). Der Vergleich ITX+ zu 
UNX+ zeigt auch keinen signifikanten Unterschied (b3n.s.). 
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6.2.6   Ergebnisse einer unterdosierten Kontrollgruppe zur Erzielung einer manifesten 
Abstoßungsreaktion 
 
► C0 CsA und CM im Vollblut und Gewebe 
 
Parallel zu den bereits beschriebenen TX Versuchen wurden manifeste 
Abstoßungsreaktionen an einem kleinem Kollektiv (n=5) unterdosierter 
allotransplantierter Versuchstiere studiert (s. Methoden) und zusätzlich mit einem 
entsprechenden Kontrollkollektiv für die Medikation (Neoral 1mg/kg*d) verglichen. Die 
Versuchsreihe wurde spätestens nach 1 Woche aus ethischen Gründen abgebrochen. 
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Abb. 52   Übersicht der CsA und CM Talspiegel der unterdosierten allotransplantierten 
Vergleichsgruppe, sowie einem Kontrollkollektiv mit reiner Medikation (Neoral 
1mg/kg*d) (n = 5, x ± SEM, a, b, c, d, e, f  p < 0.05). 
 
 
Die CsA und CM Werte zeigten im Wesentlichen vergleichbare Veränderungen wie 
bereits bei der 10 mg/kg Dosierung dargestellt. Im Vollblut, im Urin, im Thymus, in der 
Niere und in der Milz stellten sich signifikante Erniedrigung der CsA Talspiegel nach der 
TX ein (a1, b1, c1, d1, e1, f1), wobei zugleich AM4N im Blut und Urin sowie in der 
Leber erhöht waren (a2, b2, f2). Im Nierengewebe zeigte sich jedoch eine gravierende 
Verschiebung der Konzentrationsverhältnisse, d.h. die Ratio cCsA Medulla / cCsA 
Cortex war über 300% erhöht gegenüber der unterdosierten Medikationskontrolle (nicht 
dargestellt).  
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Ausgeprägte Erhöhungen waren bei den SCrea, 8-IP und IL-2 Werten der TXL Ratten im 
Vergleich zu den MK Tieren NEO L erkennbar.  
 
► Serum Creatinin, 8-IP im Urin und IL-2 im Plasma und Nierengewebe 
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Abb.53  Vergleich der SCrea, 8-IP im Urin und IL-2 Plasma und Nierenspiegel der 
unterdosierten allotransplantierten Vergleichsgruppe (TXL) und der entsprechenden 
Medikationskontrolle NEO L (1mg/kg*d) (n = 5, x ± SEM, a, b, c  p < 0.05). 
 
 
Die starke Erhöhung der SCrea und 8-IP Ausscheidungen weisen auf eine stark 
eingeschränkte und gestörte Nierenfunktion hin. Da die IL-2 Werte auch stark erhöht sind 
kann man von aktiven Abstoßungsprozessen bei dieser Dosierung ausgehen (s.a. 
Histologische Befunde 6.2.8) 
 
 
6.2.7   Histopathologie der Niere 
 
Die histologische Beurteilung von Biopsie-Proben spielt eine große Rolle in der 
klinischen Diagnose von Abstoßungsprozessen nach Nierentransplantation. Ein wichtiger 
Faktor ist hierbei die Unterscheidung zwischen Nierenschäden die durch den Einsatz der 
CaN Inhibitoren bedingt sind und immunologischen Abstoßungsreaktionen. Die 
chronische Toxizität des CsA spielt erst ab mehreren Monaten bis Jahren ein 
entscheidende Rolle (Taube et al., 1985). Die meisten Fälle chronischer CsA Toxizität 
sind nachweislich auf zu hohe CsA Dosen über einen längeren Zeitraum hinweg 
zurückzuführen (Davies et al., 2000).  
Die klinische histologische Diagnostik der Abstoßungsreaktionen von Nierentrans- 
plantaten beruht auf einer internationalen Konvention, der „Banff working classification 
of kidney transplant pathology“. Diese legt eine Einteilung in verschiedene Arten (z.B. 
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hyperakute-, akute- oder chronische Abstoßung) und Grade (z.B. chronische 
Abstoßungen Grad I-III) von Abstoßungsreaktionen fest (Solez et al., 1993).  
 
 
6.2.7.1 Histologische Befunde der Transplantationsversuche : Glomeruli 
 
       
1. Glomeruli in der Niere eines Versuchs-
tieres der isotransplantierten Kontrollgruppe 
(ITX+).
2. Glomerulum einer allotransplantierten 
Rattenniere der unterdosierten Kontroll-
gruppe (TXL). Geschädigte Kapillaren.
4. Glomerulum einer allotransplantierten 
Rattenniere mit Eonlabs (TXEON). 
Geschädigte Kapillaren sind erkennbar.
3. Glomerulum einer allotransplantierten 
Rattenniere mit Neoral (TXNEO). Geringe 
Schäden in der Bowman Kapsel.
 
 
 
 
Die Isotransplantation verursachte keine erkennbaren Schäden an den Glomeruli der 
Nieren (Abb.54 1.). Das Gegenteil war der Fall bei der unterdosierten (1 mg/kg*d) 
allotransplantierten Kontrollgruppe (Abb.54 2.). Die Kapillarschlingen in der Bowman 
Kapsel sind stark geschädigt und größtenteils nekrotisch, wodurch die glomeruläre 
Filtration stark eingeschränkt ist und harnpflichtige Substanzen im Plasma erhöht sind (s. 
Abb.53 SCrea). Die allotransplantierten Nieren der TXNEO Gruppe waren nur 
geringfügig geschädigt (Abb.54 3.). Ein vorhandener Spalt in der zwischen den 
Kapillarschlingen und dem innern bzw. äußeren Blatt der Bowman Kapsel könnte z.T. 
ein Artefakt sein. Die Kapillarschlingen sind vollständig intakt und zeigen keine 
morphologischen Veränderungen. Ein ähnliches Bild war bei den TXGEN Ratten 
Abb.54   400-fache Vergrößerung von Glomeruli der Nieren der Transplantationsversuche  
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erkennbar, die hier nicht dargestellt sind. Größere Schäden waren in den Kapillaren der 
Glomeruli der TXEON Tiere nachweisbar (Abb.54 4.). Ein Teil des Spaltes zwischen 
Kapillaren und Kapsel sind hier wahrscheinlich ebenfalls artifiziell. Deutlich erkennbar 
sind im Gegensatz zu 3. durch Verstärkung der Basalmembran verdickte bzw. 
sklerotische Kapillaren, die sich über weite Bereiche der Kapillaren erstrecken (Fokale, 
segmentale Glomerulosklerose). Entsprechend diesem Befund sind die Serum Creatinin 
Spiegel im Vergleich zu TXNEO (s. 6.2.3 Abb.47) signifikant erhöht. 
 
 
6.2.7.2 Histologische Befunde der Transplantationsversuche : Arteriolen 
 
       
5. Arteriole einer allotransplantierten 
Rattenniere mit Neoral (TXNEO).
6. Arteriole einer allotransplantierten 
Rattenniere mit Eonlabs (TXEON).
7. Arteriole einer allotrtansplantierten Niere 
der unterdosierten Kontrolle (Endothelitis 
obliterans).
 
 
 
 
 
Die Arteriole der Niere einer Ratte der TXNEO Gruppe (Abb.55 5.) wies keine 
strukturellen Veränderungen auf nach 6 Wochen. Deutlich sichtbar ist die Muscularis 
bzw. das Endothel, die keine pathologischen Veränderungen zeigen. Im Kontrast dazu 
steht die Arteriole einer Niere aus der TXEON Gruppe (Abb.55 6.). Man erkennt 
Abb.55 400-fache Vergrößerung von Arteriolen der Niere der Transplantationsversuche 
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typische Merkmale einer progredienten Schädigung dieses Gefäßes aufgrund von 
Abstoßungsreaktionen: Stark angeschwollene Endothelzellen mit Neutrophilen 
Infiltration, sowie eine fibrinoide Verdickung der gesamten Gefäßwand. Das Lumen der 
Arteriole hat sich bereits merklich verringert und würde in der Folge komplett 
verschlossen werden (Endothelialitis obliterans), wie man es bei Nr.7 (Abb.55), der 
unterdosierten Kontrolle, gut erkennen kann. Das Lumen dieser Arteriole ist vollständig 
durch einen Fibrin Thrombus verschlossen. Dieses Krankheitsbild wird sehr häufig bei 
akuten Abstoßungsprozessen beobachtet, da die Arteriolen die primären Kontaktstellen 
des Transplantats mit dem Wirtsorganismus darstellen (Gupta et al., 1999) und somit als 
erste von der Immunabwehr abgegriffen werden. 
 
 
6.2.7.3 Histologische Befunde der Transplantationsversuche : Nierenmark 
 
         
8. Markgewebe einer allotransplantierten 
Rattenniere mit Neoral (TXNEO).
9. Markgewebe einer allotransplantierten 
Rattenniere der unterdosierten Kontroll-
gruppe (TXL).
10. Glomerulum einer allotransplantierten 
Rattenniere mit Eonlabs (TXEON). 
Einblutungen sind erkennbar (Pfeil).
11. Markgewebe einer allotransplantierten 
Rattenniere mit Eonlabs (TXEON). 
Einblutungen sind erkennbar (Pfeil).
 
 
 
 
In der Regel treten Schädigungen im Nierenmark, hervorgerufen durch CsA selbst oder   
durch Immunreaktionen, erst nach längeren Zeiträumen auf. Primäre Schäden sind, wie 
Abb.56  100- (8., 9.) und 400-fache (10., 11.) Vergrößerung Strukturen des Nierenmarks 
bzw. eines Glomerulums der Nieren der Transplantationsversuche 
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bereits beschrieben, vornehmlich an den Glomeruli und Arteriolen zu erwarten. Als 
Schäden die das Nierenmark betreffen sind vor allem interstitielle Inflammationen mit 
Infiltrationen von mononukleären Immunzellen, Neutrophilen sowie Eosinophilen und 
Tubulitis anzuführen. Das Mark einer allotransplantierten Rattenniere der TXNEO 
Gruppe (Abb.56 8.) zeigt keine pathologischen Veränderungen, hingegen sind bei der 
unterdosierten Gruppe gravierende Schäden im Sinne von deutlichen Einblutungen und 
Atrophie bzw. Entzündungen der Tubuli zu erkennen (Abb. 56 9.). Das Markgewebe der 
TXEON Ratte lässt eine Tubulitis und eine Infiltration mit Neutrophilen erkennen 
(Abb.56 11.). Weitere Symptome waren hier zudem (10, 11) Einblutungen in das 
Interstitium bzw. im Falle von Nr.10 in die Bowman Kapsel als Folge von 
Kapillarschäden. 
 
6.2.8   Bestimmung der Änderung verschiedener Genexpressionen in den Nieren der 
Versuchstiere 
 
Bei der Analytik der Genexpressionen wurden die mit Gengraf® behandelten 
Versuchstiere (GEN, TXEON) ausgespart, da sich aus den Nierenfunktionsparametern 
(s.6.2.3), sowie den CsA und dessen Metaboliten Konzentrationen (s.6.2.1 bzw. 6.2.2) 
keine Unterschiede zu den mit Neoral behandelten Ratten ableiten ließen. 
 
6.2.8.1 Quantifizierungen der mRNA des Renins und der Plasmareninaktivität (PRA) 
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Die im sauren pH Optimum 
aktive Protease Renin ist ein 
Schlüsselenzym des RAS.  
Die Renin mRNA Gen-
expression war nach 6 Wochen 
reiner Medikation (NEO und 
EON) signifikant erhöht im 
Nierencortex der Versuchstiere 
verglichen mit dem 
Kontrollkollektiv (K). Die 
Nephrektomie (UNX+) sowie 
die Isotransplantation (ITX+) 
erniedrigten die Renin-
expression signifikant (nicht 
eingezeichnet). Die Allotrans-
plantation (TXNEO, TXEON) 
führte zu einem weiteren 
signifikanten Absinken der 
Renin mRNA. 
Abb.57 Änderung der Renin mRNA 
in den Nieren und PRA der 
Versuchstiere (x = ± SEM, n = 6, 
? = p < 0.05) nach 6 W. 
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Bei der Betrachtung der PRA erkennt man im Wesentlichen die gleichen Unterschiede 
wie bei den mRNA Daten des Renins. Eine Ausnahme stellt die PRA der ITX+ Tiere dar, 
die sich nicht signifikant von den Allotransplantierten Tieren unterschied. 
 
6.2.8.2 Cyclooxygenase-2 mRNA Genexpression in den Nieren 
 
Eine vermeindlich wichtige Rolle bei der Synthese und Freisetzung des Renins spielt die 
induzierbare Isoform der Cyclooxygenase, die COX-2. Die Genexpression der COX-2 
mRNA wurde in den makroskopisch unterscheidbaren Nierenzonen Cortex, äußeres 
Mark (outer Medulla) und inneres Mark (inner Medullla) vermessen. 
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Die erhaltenen Ergebnisse 
unterschieden sich nicht in den 
einzelnen Nierenzonen. Nach 
CsA Gabe (10 mg/kg*d) 
konnte man eine deutliche 
Verminderung der COX-2 
mRNA Expression in den 
Nieren der NEO und EON 
Tiere nachweisen. Zusätzlich 
zeigten die TXNEO bzw. 
TXEON Ratten eine weitere 
Absenkung im Vergleich mit 
den MK sowie ITX+ Tieren.  
Die Isotransplantation (ITX+) 
führte zwar zu einer 
Reduzierung der COX-2 
Expression, jedoch konnten 
keine Unterschiede zu den MK 
Tieren festgestellt werden. 
 
 
 
 
 
Abb.58  Änderung der COX-2 mRNA Expression in den Nieren 
der Versuchstiere (x = ± SEM, n = 6, ? = p < 0.05) nach 6 W. 
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6.2.8.3 Cyclooxygenase-1 mRNA Genexpression in den Nieren 
 
 
Die konstitutionelle Isoform 
der Cyclooxygenase, die 
COX-1, wurde ebenfalls in 
den Nierenzonen bestimmt. 
Nach 6 Wochen konnten 
jedoch in keiner Nierenzone 
bei keiner Versuchstier-
gruppe signifikante Unter-
schiede in der COX-1 
Genexpression festgestellt 
werden. 
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COX-2 
mRNA 
Hybrid
COX-1 
mRNA 
Hybrid K NEO EON UNX+ ITX+ TXNEO TXEON
 
Abb.59 rechts: Expression der 
COX-1 mRNA in den Nieren der 
Versuchstiere (x = ± SEM, n = 6, 
nach 6 W. 
unten: Ausschnitt der Banden des 
RNase Protection-Assays für die 
COX-1 und -2 mRNA. 
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6.2.8.4 Genexpression der Endotheline -1 und -3 in den Nieren 
 
Die Endotheline (ET) zählen neben den Katecholaminen und dem Angiotensin-II zu den 
wirksamsten physiologischen Vasokonstriktoren. Sie stellen eine Familie von 3 Peptiden 
mit je 21 Aminosäuren dar (Firth et al, 1995) und sie stehen im Verdacht eine wichtige 
Rolle in der Transplantat bedingten bzw. CsA verursachten Nephrotoxizität zu spielen.  
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Die Änderungen der ET-1 
mRNA Genexpression waren 
im Nierencortex und in der 
äußeren Medulla ähnlich. CsA 
(NEO, EON) verursachte 
einen Anstieg der ET-1 mRNA 
verglichen mit den 
unbehandelten Kontrolltieren 
(K). Nach Allotransplantation 
stieg die ET-1 Genexpression 
ebenfalls signifikant an 
gegenüber den Kontrolltieren 
(nicht eingezeichnet). Auf-
grund der Streuungen der 
Messwerte konnten keine 
signifikanten Erhöhungen bei 
den OPK (UNX+, ITX+) 
verglichen mit K bzw. mit 
TXNEO und TXGEN 
beobachtet werden. 
 
 
 
 
 
 
 
Die Genexpression des ET-3 hingegen wurde in der Niere sowohl nicht durch das CsA, 
als auch nicht durch die Allotransplantation verändert (Abb.61). Somit muss man die 
potentiellen nephrotoxischen Wirkungen der Endotheline dem ET-1 zuordnen.  
Jedoch kann man in diesem Zusammenhang die Änderungen der Genexpressionen der 
Endothelin Rezeptoren nicht außer Acht lassen. 
 
 
 
 
Abb.60  Änderung der ET-1 mRNA Expression in den Nieren der 
Versuchstiere (x = ± SEM, n = 6, ? = p < 0.05) nach 6 W. 
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6.2.8.5 Genexpression der Endothelin Rezeptoren ETA und ETB in den Nieren 
 
Die ET entfalten ihre vasokonstriktorische Wirkungen über Gq-Protein gekoppelte 
Membranrezeptoren an den Zielzellen (z.B. glatte Gefäßmuskelzellen). ETA vermittelt 
hauptsächlich Vasokonstriktion, ETB kann auch eine Vasodilatation über NO Freisetzung 
bewirken (Rubanyi, 1994). In der Niere kann dieses System u.a. durch Vasokonstriktion 
die Nierenperfusion reduzieren und somit die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) 
erniedrigen. Der ETA Rezeptor wird im Nierencortex nur sehr gering exprimiert, dafür 
aber mehr in der Medulla. Der ETB Rezeptor wird in der Niere generell in höherem Maße 
als der ETA Rezeptor exprimiert, wobei auch hier der größere Anteil im Nierenmark 
vorliegt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.61  Änderung der ET-3 mRNA Expression in den Nieren der 
Versuchstiere (x = ± SEM, n = 6,) nach 6 W. 
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Die Genexpression des ETA 
Rezeptors wurde über die 
Dauer von 6 Wochen bei keiner 
Versuchstiergruppe signifikant 
verändert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Deutliche Veränderungen 
stellten sich bei der 
Genexpression des ETB 
Rezeptors in der Niere ein. 
Das CsA verursachte eine 
Reduzierung der mRNA 
(NEO und EON). Eine 
weitere Absenkung der 
Expressionsrate der ETA 
mRNA stellte sich nach 
Allotransplantation (TXNEO 
und TXEON) ein. Die 
Isotransplantation (ITX+) 
bewirkte keine derartige 
Reduzierung. 
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Abb.62  Änderung der ETA mRNA in 
den Nieren der Versuchstiere (x = ± 
SEM, n = 6, ? = p < 0.05) nach 6 W. 
Abb.63 Änderung der ETB 
mRNA in den Nieren der 
Versuchstiere (x = ± SEM, n 
= 6, ? = p < 0.05) nach 6 W. 
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6.2.8.6 Genexpression der Kollagene-1, -3 und Fibrinogen 
 
Um mögliche morphologische Veränderungen in den Nieren zu erfassen wurde die 
Genexpression der Hypertrophiemarker Kollagen-1, Kollagen-3 und Fibrinogen 
untersucht. 
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Die Kollagen-1 mRNA 
Expression war nach 6 
Wochen reiner Medikation 
(NEO, EON) deutlich erhöht. 
Nach Allotransplantation war 
ein weiterer signifikanter 
Anstieg zu verzeichnen. 
Interessanterweise änderte die 
CsA Therapie die 
Genexpression des Kollagen-3 
unterschiedlich bei den NEO 
und EON Tieren. Mehr mRNA 
waren in den Nieren der NEO 
Ratten detektierbar. Die 
mRNA Expression des 
Kollagens-3 war zwar nach 
Allotransplantation höher als 
bei K, es bestand aber kein 
signifikanter Unterschied zu 
den Werten der NEO bzw. 
EON Tiere. 
Das gleiche Bild bietet sich 
beim Betrachten der mRNA 
Daten des Fibrinogens. Eine 
Erhöhung der Genexpression 
des Fibrinogens findet durch 
das CsA alleine und nach 
Allotransplantation in 
gleichem Ausmaße statt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.64  Änderung der mRNA der Kollagene-1 und -3, sowie des 
Fibrinogens in den Nieren der Versuchstiere (x = ± SEM, n = 6, 
? = p < 0.05) nach 6 W. 
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6.2.8.7 Immunohistochemische Färbungen: COX-2 und Renin 
 
Zur Bestätigung, sowie zur genauen Lokalisation der Ergebnisse der mRNA 
Genexpression von Renin und COX-2 wurden immunohistochemische Färbungen der 
jeweiligen Proteine durchgeführt. 
 
         
1. Immunohistochemische Färbung der 
COX-2 in einer Niere des Kontrollkollektivs
2. COX-2 Immunohistochemische Färbung 
einer Niere der NEO Gruppe.
3. Immunohistochemische Färbung einer 
Niere der TXNEO Gruppe.
 
 
 
Die Ergebnisse zur mRNA Expression der COX-2 (s.6.2.9.2) konnten durch die 
immunohistochemische Färbung des Proteins bestätigt werden (Abb.65). Die Nieren der 
unbehandelten Kontrolltiere (1.) besitzen deutlich mehr COX-2 als die Nieren nach CsA 
Behandlung (2.). Nach Allotransplantation ist nach 6 Wochen immunohistochemisch 
praktische keine COX-2 mehr nachweisbar (3.).  
 
 
 
 
Abb.65   Immunohistochemische Färbungen der COX-2 in Nierenschnitten der 
unbehandelten Kontrolltiere, der Medikationskontrolle und nach Allotransplantation. 
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1. Immunohistochemische Färbung des 
Renins in einer Niere des Kontrollkollektivs
2. Renin immunohistochemische Färbung 
einer Niere der NEO Gruppe.
3. Renin immunohistochemische Färbung 
einer Niere der TXNEO Gruppe.
 
 
Die Daten zur mRNA Genexpression des Renins (s. 6.2.9.1) deckten sich mit den 
Ergebnissen der immunohistochemischen Färbungen der Nierenpräparate (Abb.66). 
Das Renin lässt sich immunohistochemisch im Cortex, genauer in den Zellen  des 
iuxtaglomerulären Apparates der Niere anfärben. Nach CsA Therapie (2.) steigen die 
Reninkonzentrationen in der Niere im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (1.) 
an. Die Allotransplantation bewirkt eine deutliche Reduzierung der Reninexpression (3.). 
 
 
? Zusammenfassung der histologischen Befunde und der Ergebnisse der Untersuchungen 
zu den mRNA Expressionen: 
 
- 6 Wochen nach Isotransplantation mit Medikation (ITX+) war die Histologie der 
Rattennieren unauffällig.  
- Die unterdosierte allotransplantierte Gruppe (TXL) lässt gravierende morphologische 
Schäden an den Glomeruli, den Arteriolen, sowie den Tubuli erkennen. 
Abb.66   Imunohistochemische Färbungen des Renins in Nierenschnitten der unbehandelten 
Kontrolltiere, der Medikationskontrolle und nach Allotransplantation. 
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- Milde Beeinträchtigungen finden sich in den Nieren der TXNEO Gruppe, 
Abstoßungsvorgänge kann man bei den Nieren der TXEON Gruppe deutlich 
erkennen. 
- Die PRA, sowie die Renin mRNA Expression steigen nach 6 wöchiger Medikation 
signifikant an. Isotransplantation mit Medikation (ITX+) erniedrigt beide Parameter, 
die Allotransplantation reduziert die Aktivität, sowie die Genexpression des Renins 
noch weiter. 
- Die mRNA Expression der COX-2 fällt nach Applikation von CsA nach 6 Wochen 
deutlich ab. Ähnlich dem Renin, ist dieser Effekt nach Allotransplantation verstärkt 
vorhanden und reduziert die COX-2 mRNA noch weiter. 
- Die Genexpression der COX-1 ist bei keiner Gruppe am Ende der Versuchsdauer 
verändert gegenüber den unbehandelten Kontrolltieren. 
- Die Gehalte an ET-1 mRNA nehmen in gleichem Maße einerseits durch die CsA 
Therapie, andererseits durch die Allotransplantation zu. Dagegen wird die 
Genexpression des ET-3 in keinem Versuchstier verändert. 
- Die Expression der Endothelinrezeptoren wird nur im Falle des ETB Rezeptors 
verändert. Seine mRNA Expression nimmt unter CsA Gabe signifikant ab, wobei 
auch hier die Allotransplantation diesen Effekt verstärkt. 
- Die Genexpression der Hypertrophiemarker Kollagen-1 und -3, sowie Fibrinogen 
zeigt nach CsA Applikation, sowie nach Allotransplantation signifikante Erhöhungen 
verglichen mit den unbehandelten Kontrolltieren. Die mRNA Genexpression des 
Kollagens-1 war zudem nach Allotransplantation signifikant höher als nach reiner 
Medikation. Dieser Effekt trat bei den Expression des Kollagens-3 und des 
Fibrinogens nicht auf. Eine weitere Ausnahme bildet die Expression des Kollagens-3 
nach 6 Wochen Applikation von Neoral (NEO), die stärker ausgeprägt war als bei den 
EON Tieren. 
- Die Befunde reduzierter mRNA Expression des Renins und der COX-2 konnten mit 
immunohistochemischen Färbungen der entsprechenden Proteine in histologischen 
Schnitten semiquantitativ bestätigt werden. 
- Die Befunde der mRNA Untersuchungen zeigen signifikante Unterschiede, die nach 
Allotransplantation bzw. CsA Therapie im Vergleich zu einem unbehandelten 
Kollektiv auftreten. Sie erlauben jedoch keine Differenzierung zwischen NEO und 
EON bzw. TXNEO und TXEON, mit Ausnahme des Kollagens-3. 
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6.3 Pharmakokinetische Untersuchungen an nichttransplantierten Ratten 
 
Die Pharmakokinetik und die Bioverfügbarkeit des CsA sind stark betroffen von inter- 
aber auch intraindividuellen Schwankungen. Die neuartige Galenik des Sandimmun 
Neoral führte zu einer deutlichen Reduzierung der Schwankungsbreite und bereitete 
damit der immunsuppressiven Therapie eine konstantere Basis. Vergleichende 
pharmakokinetische Untersuchungen sind ein Muss bei der Arzneimittelzulassung von 
Generika, wobei sich die häufigste Kritik gegen die ausschließliche Verwendung von 
gesunden Probanden richtet. Die pharmakokinetischen Verhältnisse in 
organtransplantierten Patienten sind auf vielfache Weise (z.B. multiple Co-Medikation, 
veränderter metabolischer Status aufgrund eingeschränkter Nierenfunktion etc.) verändert 
gegenüber gesunden Probanden.  
 
6.3.1   Konzentrations-Zeitverläufe des CsA im Blut, in der Niere, der Leber, im Thymus 
und in der Milz 
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Abb. 67   CsA Pharmakokinetik im Blut und in der Niere (n = 6, x ± SEM, ? p < 0.05) 
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Der CsA Konzentrationsverlauf im Blut offenbarte deutliche Unterschiede im Vergleich 
NEO bzw. GEN zu EON. Die Tmax bzw. Cmax Werte waren signifikant verschieden, somit 
besitzt EON ein völlig anderes Anflutungsprofil. Die AUC unterschied sich jedoch nicht 
signifikant in diesem Kompartiment. In der Niere waren diese Unterschiede verstärkt 
vorhanden, was sich auch in den entsprechenden AUCs niederschlug (Tab.06 S.116) 
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Im Lebergewebe fanden sich 
die höchsten absoluten 
Konzentrationen, wobei der 
Konzentrationsverlauf im 
Wesentlichen dem im Blut 
entsprach. In der 
Absorptionsphase (0-4h) 
besaß EON ein flacheres 
Anflutungsprofil als NEO 
und GEN. 
 
In den immunkompetenten 
Organen Thymus und Milz 
besaß EON jeweils deutlich 
signifikant erniedrigte CsA 
Konzentrationen (AUC).
 
Abb. 68   CsA Pharmakokinetik in verschiedenen Organen (n = 6, 
x ± SEM, ? p < 0.05) 
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6.3.2 Zeitverlauf des Auftretens der Metaboliten des CsA im Blut und in den Organen  
 
► Konzentrations-Zeit Kurven der CM im Vollblut 
 
 
Bis auf die CM AM1 und 
AM4N waren im Blut keine 
Auffälligkeiten zwischen den 
Pharmaka erkennbar. 
EON zeigte erhöhte AM1 
Werte im Bereich von 8-12h, 
wobei die Talspiegel nicht 
differierten. 
Jedoch beim zeitlichen 
Verlauf des AM4N waren 
beinahe über die komplette 
Zeitdauer die Spiegel der 
EON Gruppe erhöht. Dies 
deutet auf eine Resorptions- 
verzögerung hin, da AM4N 
vornehmlich durch die CYP 
3A2 (Ratte) in der 
Dünndarmmucosa gebildet 
wird. 
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Abb. 69   Zeitlicher Verlauf der Konzentrationen der CM im 
Vollblut (n = 6, x ± SEM, ? p < 0.05) 
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► Konzentrations-Zeit Kurven der CM im Nierengewebe 
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AM1 war ähnlich wie im Blut 
bei der EON Gruppe 
signifikant erhöht. Die 
Konzentrationsverläufe des 
AM1c und überraschender 
weise auch des AM4N 
unterschieden sich nicht 
signifikant zu keinem 
Zeitpunkt. 
Dagegen war der Gehalt an 
AM9 der EON Tiere zu den 
Zeitpunkten 2 und 8h moderat 
gegenüber GEN erhöht. Ein 
Unterschied zu NEO war 
aufgrund der Streuung der 
Ergebnisse nicht nachweisbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 70   Zeitlicher Verlauf derKonzentrationen der CM in der 
Niere (n = 6, x ± SEM, ? p < 0.05) 
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► Konzentrations-Zeit Kurven der CM im Lebergewebe 
 
 
Die deutlichsten Unter-
schiede im Profil der CM 
traten in der Leber hervor. 
EON unterschied sich in 
den AM1 und AM4N 
Gehalten beträchtlich von 
NEO und GEN. Die 
Unterschiede betreffend 
AM9 waren nur gering 
ausgeprägt, während bei den 
AM1c Verläufen keinerlei 
Veränderungen messbar 
waren. 
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Abb. 71   Zeitlicher Verlauf der Konzentrationen der CM in 
der Leber (n = 6, x ± SEM, ? p < 0.05) 
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► Konzentrations-Zeit Kurven der CM im Thymusgewebe 
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Abb. 72   Zeitlicher Verlauf der Konzentrationen der CM im 
Thymus (n = 6, x ± SEM, ? p < 0.05) 
 
 
 
Interessanterweise zeigten sich 
im Thymusgewebe nur 
Unterschiede bezüglich der 
AM4N Spiegel der EON 
Gruppe. 
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► Konzentrations-Zeit Kurven der CM im Milzgewebe 
 
 
Die Veränderungen in den 
CM Profilen im Milzgewebe 
waren minimal. Lediglich 
AM1 war im Intervall von 8-
12h bei den EON Tieren 
signifikant höher. 
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Abb. 73   Zeitlicher Verlauf der Konzentrationen der CM in 
der Milz (n = 6, x ± SEM, ? p < 0.05) 
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6.3.3   Pharmakokinetische Parameter des CsA in nichttransplantierten Ratten: 
 
 
Tmax [h]  Cmax[µg / ml oder g] AUC [mg*h /l] 
BLUT  NEO EON NEO EON NEO EON 
 CsA 2 8 2.7 
 (0.48) 
1.61?  
(0.32) 
32.1 
(4.32) 
27.9? 
(3.69) 
 AM1 4 
 
8 0.3 
(0.05) 
0.38 
(0.07) 
6.3 
(0.93) 
8.6 
(2.22) 
 AM4N 4 8 0.13 
(0.04) 
0.19 
(0.03) 
2.9  
(0.39) 
4.1? 
(0.42) 
 
 
AM9 4 
 
4 0.22 
(0.04) 
0.24 
(0.03) 
4.2 
(0.61) 
4.6 
(0.7) 
NIERE  NEO EON NEO EON NEO EON 
 
CsA 2 4 11.9 
 (1.79) 
7.9? 
(1.25) 
220.8 
(29.5) 
136.2? 
(21.2) 
 AM1 2 
 
8 0.79 
(0.1) 
1.43? 
(0.22) 
20.5 
(3.56) 
54.3? 
(11.2) 
 AM4N 4 8 0.57 
(0.09) 
0.59 
(0.11) 
11.8  
(1.87) 
12.1 
(2.14) 
 AM9 8 
 
8 0.81 
(0.14) 
1.12? 
(0.18) 
23.1 
(3.11) 
26.3 
(4.23) 
LEBER  NEO EON NEO EON NEO EON 
 CsA 2 8 24.2 
 (2.34) 
13.1? 
(0.86) 
398.1 
(35.2) 
282.8? 
(33.1) 
 AM1 2 
 
4 1.01 
(0.17) 
1.61? 
(0.32) 
22.1 
(3.85) 
61.2? 
(10.2) 
 AM4N 4 4 1.47 
(0.16) 
3.23? 
(0.44) 
23.5 
(3.99) 
51.3? 
(8.2) 
 AM9 8 
 
4 1.23 
(0.31) 
1.51 
(0.24) 
32.2 
(4.31) 
34.7 
(4.68) 
THYMUS  NEO EON NEO EON NEO EON 
 CsA 2 4 14.1 
 (2.33) 
7.6?  
(1.5) 
246.3 
(33.6) 
151.7? 
(24.7) 
 AM1 4 
 
4 2.19 
(0.78) 
2.63 
(0.55) 
24.8 
(4.23) 
27.1 
(5.21) 
 AM4N 2 2 0.61 
(0.12) 
0.42? 
(0.11) 
15.9 
(2.68) 
21.8? 
(1.97) 
 AM9 2 
 
8 0.75 
(0.34) 
0.89 
(0.25) 
21.4 
(2.43) 
23.9 
(3.62) 
MILZ  NEO EON NEO EON NEO EON 
 CsA 2 4 12.1 
 (1.97) 
7.5?  
(1.25) 
236.8 
(32.9) 
145.3? 
(19.2) 
 AM1 4 
 
8 0.83 
(0.24) 
1.02 
(0.42) 
17.8 
(2.89) 
19.9 
(3.34) 
 AM4N 8 4 0.53 
(0.21) 
0.55 
(0.27) 
12.5 
(1.68) 
13.71 
(2.18) 
 AM9 4 
 
8 0.96 
(0.28) 
0.9 
(0.18) 
25.2 
(3.53) 
26.9 
(4.33) 
Tab. 06   Pharmakokinetische Parameter (Tmax, Cmax, AUC, n = 6, x ± SEM, ? vs NEO p < 0.05) 
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6.4   Pharmakokinetische Untersuchungen zur veränderten Bioverfügbarkeit des 
CsA nach Nierentransplantation in Ratten 
 
Um weitere Erkenntnisse über die Zusammenhänge der veränderten Bioverfügbarkeit des 
CsA nach Organtransplantation zu sammeln, wurden folgende Untersuchungen 
durchgeführt (s.a. 2.3 S.29): 
 
 
a) Bestimmung der Pharmakokinetik des CsA und der Metaboliten nach 
Nierentransplantation im Vollblut, Nieren- und Lebergewebe der Ratten nur bei 
NEORAL vs. EONLABS (TXEON bzw. TXEON) 
b) Bestimmung der Pharmakokinetik des CsA und der Metaboliten an 
niereninsuffizienten Ratten (nur NEORAL). 
c) Bestimmung der Pharmakokinetik des CsA und der Metaboliten unter IL-2 Gabe (nur 
NEORAL). 
 
 
Um eine unnötige Redundanz zu vermeiden, werden im Folgenden nur die Ergebnisse im 
Vollblut der oben beschriebenen Tierversuche zur Pharmakokinetik des CsA und der 
Metaboliten dargestellt. In den untersuchten Geweben (Niere, Leber, Thymus, Milz) 
verbargen sich keine weiterführenden Erkenntnisse, denn die im Vollblut beschriebenen 
Unterschiede entsprachen im Wesentlichen den Ergebnissen in den Organen. 
Für die Untersuchungen an niereninsuffizienten Ratten wurden nur Tiere verwendet, die 
nach 8-tägiger Behandlung mit Gentamicin (s. 4.2.4) einen Serum Creatinin Spiegel von 
über 4 mg/dl (SCrea > 4mg/dl) besaßen. Alle Versuch wurden im steady-state des CsA) 
nur Neoral) durchgeführt. 
 
 
Verwendete Abkürzungen (s.a. 4.2.4) 
 
 
 
 
 
 
 
TXNEO, TXEON Allotransplantierte 
Versuchstiere mit 10 
mg/kg*d CsA für 8 
Tage 
 NI Niereninsuffiziente 
Versuchstiergruppe, 100 
mg/kg*d Gentamicin i.p. 
für 8 d, CsA 10 mg/kg*d 
NEO, EON  Pharmakokinetik an 
Nichttransplantierten 
Versuchstieren (6.3) 
 KNI Kontrollegruppe zu NI, 
0,9% NaCl i.p. für 8 
Tage, CsA 10 mg/kg*d 
IL Mit IL-2 vorbehandelte 
Versuchstiergruppe, 
IL-2 über osmotische 
Pumpe (s.4.2.4) für 8 
Tage, CsA 10 mg/kg*d 
 KIL Kontrollgruppe zu IL, 
0,9% NaCL über 
osmotische Pumpe für 8 
Tage, CsA 10 mg/kg*d 
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6.4.1   Pharmakokinetische Parameter des CsA und der Metaboliten im Vollblut 
 
 
 
 T max [h] Cmax [µg/ml] AUC [mg*h /l] 
TXNEO 
/TXEON 
 TXNEO TXEON TXNEO TXEON TXNEO TXEON 
 CsA 2 8 2.3a 
 (0.31) 
1.02b,c 
(0.27) 
28.4 
(5.08) 
20.7b 
(4.32) 
 AM1 4 
 
4 0.43 
(0.13) 
0.32 
(0.11) 
6.8 
(1.04) 
7.1 
(2.56) 
 AM4N 4 4 0.67a 
(0.19) 
0.93b,c 
(0.13) 
3.33  
(0.41) 
3.89 
(0.59) 
 
 
AM9 4 
 
4 0.82a 
(0.19) 
1.08b 
(0.35) 
6.92 
(1.21) 
5.93 
(0.92) 
KNI / NI  KNI NI KNI NI KNI NI 
 CsA 2 2 2.83 
 (0.55) 
2.64  
(0.42) 
34.9 
(5.62) 
32.94 
(5.81) 
   AM1 4 
 
4 0.41 
(0.11) 
0.45 
(0.08) 
7.43 
(1.21) 
8.39 
(2.59) 
 AM4N 4 4 0.08 
(0.06) 
0.13 
(0.04) 
2.56  
(0.51) 
2.89 
(0.62) 
 
 
AM9 4 
 
4 0.36 
(0.15) 
0.31 
(0.29) 
4.8 
(0.72) 
5.23 
(1.13) 
KIL / IL  KIL IL KIL IL KIL IL 
 CsA 2 4 2.73 
 (0.47) 
1.84 
(1.09) 
31.7 
(5.58) 
19.2 
(9.89) 
   AM1 4 
 
4 0.21 
(0.08) 
0.34 
(0.12) 
5.24 
(1.03) 
6.34 
(2.62) 
 AM4N 4 2 0.24 
(0.07) 
0.89f 
(0.23) 
3.21  
(0.58) 
6.18f,g 
(0.82) 
 
 
AM9 4 
 
4 0.34 
(0.08) 
0.28 
(0.11) 
4.92 
(0.59) 
5.19 
(1.03) 
 
 
? Zusammenfassung der Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchungen (6.3; 
6.4): 
 
Pharmakokinetik des CsA in nichttransplantierten Ratten (NEO, GEN und EON): 
- Überraschenderweise wich das Absorptionsprofil des CsA aus der Eonlabs 
Formulierung bereits bei nichttransplantierten Ratten signifikant von Neoral und 
Gengraf ab, jedoch bestanden keine signifikanten Unterschiede bezüglich der AUC 
im Vollblut. 
- Gravierender waren die Unterschiede im Nieren-, sowie auch im Thymus- und 
Milzgewebe. Dort war die AUC der EON Tiere signifikant niedriger als bei NEO und 
GEN. 
Tab.07   Pharmakokinetische Parameter (Tmax, Cmax, AUC) im Vollblut (n = 5,x =± (SEM), Vergleich 
TXNEO zu NEO: a =p<0.05;   TXEON zu EON: b =p<0.05;   TXNEO zu TXEON: c =p<0.05;  
NI zu KNI: d =p<0.05;   NI zu NEO: e =p<0.05;   IL zu KIL: f =p<0.05,   IL zu NEO: g = p<0.05) 
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- Auf der anderen Seite waren bei den nichttransplantierten Ratten erhöhte AUC Werte 
bei den Metaboliten AM4N im Blut, AM1 in der Niere, sowie AM1 und AM4N in der 
Leber erkennbar. 
- Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen NEO und GEN, sowohl 
hinsichtlich der CsA Pharmakokinetik, noch bezüglich des Metabolitenmusters 
nachweisbar. 
 
Pharmakokinetik des CsA in nierentransplantierten Ratten (TXNEO und TXEON): 
- Die Allotransplantation führte zu erniedrigten Cmax Werten bei TXNEO (a) und 
TXEON (b) gegenüber den nichttransplantierten Ratten NEO bzw. EON.  
- Zusätzlich war die Cmax Konzentration der TXEON Tiere niedriger als die der 
TXNEO Tiere (c). Die AUC des CsA war bei den TXEON Ratten niedriger als bei 
den EON Tieren, dies war bei der TXNEO Gruppe nicht der Fall. 
- Die AUCs des CsA differierten nicht signifikant zwischen TXNEO und TXEON im 
Vollblut. 
- Bezüglich der Metaboliten fanden sich zum einen höhere Cmax Werte des AM4N 
und AM9 im Vollblut der TXNEO (a) und TXEON (b)Tiere verglichen mit den NEO 
bzw. EON Gruppen. Das Cmax des AM4N der TXEON Gruppe war signifikant höher 
als bei den TXNEO Tieren (c). Die AUCs der CM unterschieden sich nicht 
signifikant im Vollblut der allotransplantierten Tiere. 
- Das Tmax des CsA im Vollblut war viel später (8h) bei den Tieren der TXEON 
Gruppe. 
 
Pharmakokinetik des CsA in niereninsuffizienten Ratten (NI nur Neoral): 
- Das niereninsuffiziente Versuchstierkollektiv differierte in keiner Weise signifikant 
von den KNI bzw. NEO Gruppen hinsichtlich der Pharmakokinetik des CsA im 
Vollblut und den Organen. Es war lediglich eine Zunahme der SEM bei allen 
Messwerten erkennbar. 
- Keine Unterschiede bestanden in den Tmax Zeitpunkten zwischen NI und KNI bzw. 
NEO. 
 
Pharmakokinetik des CsA unter IL-2 Gabe in Ratten (IL nur Neoral): 
- Die Pharmakokinetik des CsA und der CM war z.T. signifikant verändert unter 
kontinuierlicher IL-2 Applikation im Vollblut, sowie den Organen. Die Cmax und 
AUC Werte des CsA differierten z.T. erheblich, jedoch verhinderten starke 
Schwankungen in den Messwerten die Ausbildung signifikanter Unterschiede zu KIL 
bzw. NEO. 
- Dagegen war unter IL-2 Gabe die AUC des Metaboliten AM4N im Vollblut 
signifikant höher als bei KIL und NEO. 
- Zusätzlich bestanden Unterschiede zwischen den IL Tieren und KIL bzw. NEO 
hinsichtlich der Tmax Zeitpunkte des CsA (4h vs 2h) und des AM4N (2h vs 4h). 
- Zusammenfassend betrachtet führte die kontinuierliche IL-2 Gabe zu starken 
Schwankungen in der Bioverfügbarkeit des CsA und zu einem späteren Tmax. 
Zugleich war die Konzentration des AM4N erhöht und das Tmax 2h früher als bei 
den KNI bzw. NEO Gruppen. 
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7   Diskussion 
 
7.1   Austauschbarkeit von Original Medikamenten durch Generika bei Pharmaka 
mit kritischer Dosierung (NTI-Drugs: narrow therapeutic index drugs) 
 
Es bestehen stark differierende Ansichten über den Grad der Sicherheit bei der 
Anwendung von Arzneistoffen mit kritischer Dosierung als Generika an kritischen 
Patienten. Zusätzlich herrscht Uneinigkeit zum einen über die notwendigen Maßnahmen 
zur Verbesserung der geltenden Zulassungsverfahren für Generika, zum andern über das 
Maß an Patientenüberwachung bei der Anwendung von Generika z.B. nach 
Organtransplantation (Barr, 1999). 
Die Bioäquivalenz eines Generikums zu einem Originalprodukt bedeutet lediglich, dass 
dieses Arzneimittel in einem statistisch repräsentativen Durchschnittskollektiv von 
gesunden Probanden sicher in der Anwendung und wirksam ist. Die volle 
Austauschbarkeit von Generika des CsA bei organtransplantierten Patienten wurde 
jedoch im Rahmen der Zulassung nicht überprüft und kann folglich nur vermutet werden. 
Kommentare von Verfechtern der bestehenden Regelungen wie [„We don´t see any dead 
bodies in the street“ (Barr, 1999)] sind sicherlich nicht angebracht, da die besprochenen 
Generika erst kürzlich auf den Markt gekommen sind und sich erst im Laufe mehrerer 
Jahre herausstellen wird, ob das Originalprodukt wirklich bedenkenlos ausgetauscht 
werden kann. Ein Kommentar des FDA Associate Comissioner for Health Affairs, S. 
Nightingale, zur Sicherheit der zugelassenen Generika, [“… any approved generic drug 
will be interchangeable under all approved indications and conditions of use.”(Barr, 
1999)] zeigt recht deutlich mit welchen fadenscheinigen Argumenten in diesem 
Zusammenhang diskutiert wird. Es werden bei der Zulassung eines Generikums weder 
die Indikationen klinisch überprüft, noch besondere Anwendungsbedingungen z.B. in 
bekannten Malabsorberkollektiven. Nach dieser Definition wären Generika nur sicher bei 
der Anwendung an gesunden (männlichen) Probanden. Sollte sich herausstellen, dass bei 
der Anwendung von Generika z.B. als Immunsuppressiva zusätzliche Überwachungen 
oder ein aufwendigeres Drug Monitoring nötig wären, besäßen sie keinen 
wirtschaftlichen Vorteil mehr, besonders dann, wenn auf Grund einer reduzierten 
Bioverfügbarkeit eine höhere Dosierung erforderlich werden sollte. 
 
 
7.2   Bioverfügbarkeit und Pharmakokinetik des CsA im Vergleich: Sandimmun® 
Neoral vs. Gengraf® und Eonlabs® 
 
Die Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchungen zeigen signifikante 
Unterschiede in der Absorptionsrate (Cmax, Tmax) zwischen den Produkten Eonlabs und 
Neoral, wobei Gengraf keine Unterschiede zu Neoral aufwies (6.3.1 S.109ff). Obwohl 
die beobachteten Unterschiede im Vollblut im Hinblick auf die AUC des CsA nicht 
signifikant waren, bestanden doch erhebliche Unterschiede in den Körpergeweben. Die 
Talspiegel des CsA im Vollblut waren jedoch bei allen Gruppen nicht unterschiedlich, 
was die bestehende Kritik bei der Verwendung der Talspiegel als Dosierungsparameter 
beim klinischen Drug Monitoring bestätigt (Cole, 2000; Gaspari et al., 1997; Levy, 
2001). Wahrscheinlich war der schnellere Absorptionsprozess des Neoral bzw. Gengraf 
Diskussion
 
- 121 - 
 
der Grund für niedrigere AM4N Konzentrationen im Blut und in der Leber als bei den 
Tieren, welche die Eonlabs Formulierung bekamen (Lindbergh-Freijs et al., 1994). 
Dieser Zusammenhang wäre auch mit dem Ausmaß der dosisabhängigen Metabolisierung 
des CsA erklärbar, welches mit steigender Dosis abnimmt (6.1.2 S.68). Jedoch ist das 
kein stichhaltiger Beweis, da hierfür genauere Untersuchungen zur Enzymexpression 
bzw. Enzymaktivität der CYP3A Familie durchgeführt werden müssen. 
 
 
7.3   Bioverfügbarkeit und Metabolismus des CsA im Vergleich: Sandimmun® 
Neoral vs. Gengraf® und Eonlabs® nach Nierentransplantation 
 
7.3.1   Blut- und Gewebekonzentrationen des CsA und dessen Metaboliten 
 
6 Wochen nach Nierentransplantation besaßen alle Tiere signifikant niedrigere CsA 
Talspiegel im Vollblut als zu Beginn des Versuches (Abb.37 S.73). Die Talspiegel der 
mit Eonlabs behandelten transplantierten Ratten waren niedriger als bei den Tieren der 
Gruppen Neoral und Gengraf. Dieser Effekt war nach Isotransplantation nicht 
nachweisbar. Diese Unterschiede in den Talspiegeln des CsA konnten auch in den 
Organen Niere, Thymus und Milz bestätigt werden. In der Leber dagegen war eine 
gleichmäßige Erniedrigung feststellbar (Abb.41 S.78). Im Nierengewebe deutete die 
Verschiebung des Verhältnisses der CsA Konzentrationen im Nierenmark zum 
Nierencortex eine strukturelle Veränderung in den Nieren der Eonlabs-Tiere an (Abb. 39 
S.75). Bei Betrachtung der histologischen Schnitte wurde u.a. deutlich, dass es sich 
hierbei um Einblutungen in das Nierenmark handelte (Abb.54 S.96). 
Nach Allotransplantation war der Metabolismus des CsA verändert im Vergleich zu den 
Tieren, die nur die jeweiligen Medikamente bekamen, wobei wiederum die Tiere der 
Eonlabs Gruppe im Blut (Abb.38 S.74), im Thymus (Abb.42 S.80) und in der Leber 
(Abb.42 S.80) höhere AM4N Konzentrationen aufwiesen. Es traten organspezifische 
Unterschiede in den Metabolitenverteilungen auf, die entweder auf unterschiedlichen 
Penetrationseigenschaften der Metaboliten in verschiedene Gewebe beruhen oder durch 
gewebespezifische Metabolisierungsraten bedingt sind. Es wurde deutlich, dass nach 
Anwendung von Neoral und Gengraf niedrigere Konzentrationen an Metaboliten 
nachweisbar sind als nach Applikation der Eonlabs- Formulierung. 
 
 
7.3.2   Ausscheidung des CsA und dessen Metaboliten in den Urin 
 
Nach reiner Medikation (d.h. ohne OP) zeigen sich trotz vorhandener Unterschiede in 
den Blut- und Gewebespiegeln des CsA zwischen den drei untersuchten Pharmaka keine 
Differenzen in der CsA Auscheidung in den Urin. (Abb.44 S.83). Diese Ergebnisse 
stimmen mit Befunden bezüglich der Exkretionsrate des CsA in den Urin überein, die 
etwa 6% der bioverfügbaren Dosis beträgt. Somit können Schwankungen bzw. 
Unterschiede in der Bioverfügbarkeit des CsA nicht oder nur sehr schlecht durch 
Messungen der CsA Ausscheidung in den Urin detektiert werden, da die Unterschiede 
zum einen minimal sind, zum anderen von Schwankungen der Messwerte überlagert 
werden. 
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Metabolit AM4N 
 
Die Ausscheidung des Metaboliten AM4N in den Urin hingegen zeigt ein sehr viel 
präziseres Abbild der Verhältnisse im Vollblut (Abb.46 S.85). Im Blut sind die AM4N 
Konzentrationen bei den Eonlabs Tieren signifikant höher als bei den Neoral und 
Gengraf Tieren. Eine zusätzliche Steigerung kann man nach Allotransplantation 
feststellen, bei gleichzeitig niedrigeren CsA Spiegeln im Blut und in den Organen. Diese 
Ergebnisse lassen sich auch im Urin bestätigen. Es gibt viele Vorschläge zur Messung 
bestimmter Metaboliten Konzentrationen im Urin, um Abstoßungsreaktionen bei 
Patienten frühzeitig zu erkennen. Favorisiert wird u.a. AM19 (Kempkes-Koch et al., 
2001), der jedoch in sehr niedrigen Konzentrationen im Urin enthalten ist und im 
Vollblut in der Regel und Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze vorliegt. Die 
Aussagekraft derartiger Bestimmungen ist fraglich. In unserem Modell korreliert die 
AM4N Ausscheidung in den Urin sehr gut zum einen mit der geringeren 
Bioverfügbarkeit des CsA der Eonlabs Formulierung, zum anderen mit der schlechteren 
Nierenfunktion bzw. Histopathologie der Allotransplantate unter Eonlabs Gabe. Jedoch 
ist es sehr schwer hierzu allgemeine Richtlinien bzw. Grenzwerte abzuleiten, da die 
Metabolitenmuster beim Menschen einerseits genetischen Einflüssen unterliegen 
(CYP3A) zum anderen von bestehenden Vorerkrankungen und der begleitenden 
Medikation abhängen. 
 
Metabolit AM9 
 
Eine überraschende Beobachtung konnte bei der Analyse der Ausscheidung des 
Metaboliten AM9 in den Urin gemacht werden (Abb.46 S.85). Die Ausscheidung nahm 
bei allen untersuchten Gruppen kontinuierlich und gleichmäßig innerhalb 6 Wochen zu. 
Da die Operationskontrolltiere (ITX+) und die Medikationskontrolltiere (NEO, GEN, 
EON) dieselben Veränderungen zeigen wie die allotransplantierten Tiere muss ein Effekt 
angenommen werden, der ausschließlich durch das CsA bedingt ist. Man muss ein 
diesem Zusammenhang eine Induktion des Cytochrom P-450 Enzymsystems in Betracht 
ziehen, obwohl diese Vermutung nicht ganz schlüssig ist, da die anderen Metaboliten 
davon nicht betroffen sind. Es ist unwahrscheinlich, dass die Bildung dieses Metaboliten 
(Hydroxylierung an der AA 9) durch einen anderen Enzymkomplex erfolgt als z.B. die 
Hydroxylierung an AA 1. Weiterführende Untersuchungen auf molekularer Ebene zur 
Expression der CYP- Unterfamilien könnten hier Klarheit bringen. Diese Beobachtungen 
könnten auch durch Veränderungen der Filtrationseigenschaften in den Glomeruli 
bedingt sein. Aber auch die hierbei auftretenden Änderungen wären wahrscheinlich nicht 
identisch sowohl bei den Medikationstieren, als auch bei den allotransplantierten Tieren 
und den OP Kontrollgruppen. 
Die Ausscheidung der Metaboliten AM1 und AM1c in den Urin (Abb.45 S.84) weisen 
keine erkennbaren Unterschiede auf. 
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7.3.3   Pharmakokinetik des CsA und der Metaboliten nach Nierentransplantation, 
unter Niereninsuffizienz und unter IL-2 Gabe 
 
Die verzögerte Resorption des CsA aus der Eonlabs Formulierung verschlechtert sich 
nach Allotransplantation zusätzlich. Eine Verschlechterung des pharmakokinetischen 
Profils ist auch bei Neoral zu erkennen (Tab.07 S.118). Zwar sind hierbei die 
Veränderungen minimal, aber die Ratten zeigen ein signifikant erniedrigtes Cmax, bei 
gleichzeitig unveränderter AUC im Vollblut. Dagegen erhöhen sich bei beiden Gruppen 
die Cmax Konzentrationen der Metaboliten AM4N und AM9 im Blut. Untersuchungen 
an lebertransplantierten Patienten zeigen auch erhöhte Spiegel an Metaboliten des CsA, 
jedoch sind die gastrointestinalen Störungen nach einer Lebertransplantation gravierender 
als nach einer Nierentransplantation. Es scheint aber dennoch einen Einfluss auf die 
Resorptionsrate bzw. Metabolisierungsrate nach renaler Transplantation zu geben.  
 
Niereninsuffizienz 
 
Die untersuchten pharmakokinetischen Parameter der niereninsuffizienten Versuchstiere 
waren nicht unterschiedlich zu denen der Kontrolltieren (Tab.07 S.118). Diese Befunde 
stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen an Ratten mit einer akuten Glycerol-induzierten 
Niereninsuffizienz (Shibata et al. 1999), die eine Erniedrigung der AUC des CsA 
erkennen ließen. Jedoch widersprechen die Ergebnisse von Shibata et al. vielen 
klinischen Studien an nierentransplantierten Patienten, die keinen Zusammenhang 
zwischen der Nierenfunktion (Serum Creatinin) und der Bioverfügbarkeit des CsA 
nachweisen konnten (Shaw et al. 1987). Des Weiteren ist eine Glycerol induzierte akute 
Niereninsuffizienz ein akut lebensbedrohlicher Zustand, der nicht die reale Situation 
einer reduzierten Nierenleistung bei nierentransplantierten Patienten widerspiegelt.  
 
IL-2 Applikation 
 
Der Grund für die Untersuchung der CsA Bioverfügbarkeit unter IL-2 Gabe waren die 
auffälligen IL-2 Konzentrationen im Serum und Nierengewebe nach 
Nierentransplantation trotz immunsuppressiver Therapie (Abb.51 S.93). Es wurde 
versucht diese Verhältnisse mit einer kontinuierlichen IL-2 Gabe zu imitieren und die 
Effekte auf den Metabolismus und die Bioverfügbarkeit des CsA zu studieren. Unter der 
kontinuierlichen Gabe von IL-2 waren die untersuchten pharmakokinetischen Parameter 
des CsA verändert (Tab.07 S.118), aber aufgrund einer starken Zunahme der Streuungen 
der Messwerte waren keine Signifikanzen darstellbar. Diese Befunde stehen in Einklang 
zu klinischen Studien, die ebenfalls stärkere inter- und intraindividuellen Schwankungen 
bei organtransplantierten Patienten als bei gesunden Probanden berichten (Barr et al., 
1999). Eine Ausnahme bildete die AUC des AM4N, die signifikant erhöht war im 
Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine reduzierte Bioverfügbarkeit und erhöhte 
Metabolisierungsrate finden sich z.B. auch bei Patienten mit entzündlichen 
Darmerkrankungen. Eine Untersuchung der Wirksamkeit des CsA bei Verbrennungen II. 
Grades an Ratten hatte ebenfalls eine reduzierte Bioverfügbarkeit des CsA zur Folge 
(Gurbuz et al., 1997). Eine Verbrennung ruft eine starke generalisierte Immunreaktion 
hervor, die auch andere Organe, z.B. den Darm, durch Infiltration mit Neutrophilen in 
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Mitleidenschaft ziehen kann. Leider wurde in dieser Arbeit nicht versucht die zugrunde 
liegenden Mechanismen zu durchleuchten (z.B. Beteiligung von Cytokinen). Jedenfalls 
scheint die IL-2 Gabe die Pharmakokinetik bzw. Bioverfügbarkeit des CsA zu 
beeinflussen, jedoch bleiben die auslösenden Mechanismen unbekannt.  
 
 
 
7.4   Nephrotoxizität des CsA und Änderung der Nierenfunktionsparameter nach 
Nierentransplantation 
 
 
7.4.1   Änderung des Serum Creatinins und der 8-Isoprostan Ausscheidung in den 
Urin 
 
Die Analysen der Serum Creatininwerte (SCrea) und der 8-IP Bildung bei den 
verschiedenen Tierversuchsgruppen erlauben einen differenzierten Blick auf die 
ursächlichen Ereignisse der Reduzierung der Nierenleistung (Abb.47 S.78; Abb.49 S.89). 
Die erhaltenen Daten lassen den Schluss zu, dass die Bestimmung der Veränderung der 
8-IP Exkretion in den Urin ein viel sensitiveres Indikatorsystem darstellt als die Messung 
des SCrea. Die alleinige Medikation veränderte das SCrea über 6 Wochen bei keinem der 
Versuchstiere, auch waren keine Veränderungen zwischen den einzelnen Pharmaka 
erkennbar. Die 8-IP Bildung hingegen weist nach 3 und 6 Wochen signifikante 
Erhöhungen bei der Applikation von Neoral und Gengraf, nicht dagegen bei Eonlabs, auf. 
Erklärbar ist dies durch die geringere Bioverfügbarkeit des CsA bei Verwendung der 
Eonlabs Formulierung. Nach Allotransplantation jedoch stieg das SCrea, sowie die 
ausgeschiedene 8-IP Menge im Urin bei Verwendung der Eonlabs Formulierung stärker 
an als bei den anderen Medikamenten.  
 
 
7.4.2   Erhöhung des systolischen Blutdrucks 
 
Einer Erhöhung des systolischen Blutdrucks kann man nach Allotransplantation nach 1 
und 3 Wochen bei allen Versuchstieren feststellen, der jedoch, außer bei den Eonlabs 
Tieren, nach 6 Wochen signifikant abfiel (Abb.50 S.91). Die Blutdruckwerte der 
allotransplantierten Ratten lagen aber immer noch signifikant über den Werten der 
Medikationskontrolltiere. Beim Vergleich der Blutdruckdaten mit den Ergebnissen der 
mRNA Genexpression des Renins bzw. der PRA wird deutlich, dass der erhöhte 
systolische Blutdruck nach 6 Wochen nicht durch eine gesteigerte Plasmareninaktivität 
bzw. Genexpression bedingt sein kann, da die mRNA Abundanz des Renins anscheinend 
aufgrund des erhöhten Blutdrucks erniedrigt wurde (Rettig et al., 1994). Als potentieller 
Verursacher der Blutdrucksteigerung könnte das Endothelin-1 (ET-1) verantwortlich 
gemacht werden, da dessen mRNA Genexpression in der Niere signifikant erhöht war. 
Jedoch zeigt die mRNA Abundanz des ETB Rezeptors als Antwort auf die gesteigerte 
ET-1 Expression eine Reduzierung. In nierentransplantierten Patienten kann häufig eine 
leichte Stimulierung der Renin mRNA Genexpression beobachtet werden, die 
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hauptsächlich auf eine Mangelperfusion der noch vorhandenen nativen Nieren 
zurückgeht (Farge et al., 1998). 
 
 
7.4.3   Änderung der mRNA Genexpression in der Niere unter Neoral und Eonlabs 
Therapie 
 
Obwohl die Gewebekonzentrationen des CsA, sowie die CsA Spiegel im Vollblut unter 
Eonlabs Medikation signifikant niedriger waren als bei der Applikation des Neoral, 
fanden sich keine Differenzen in den mRNA Abundanzen in der Niere zwischen den 
beiden Pharmaka bezüglich des Renins, der COX-1 und -2, des Kollagens-1, des 
Fibrinogens, der ET-1 und -3, sowie deren Rezeptoren (Abb.57-64 S.99-105). Dieser 
Befund könnte durch die pharmakologische Aktivität der CsA Metaboliten bedingt sein, 
die unter Eonlabs Gabe in höheren Konzentrationen vorliegen als unter Neoral 
Applikation. Da es bisher keine Daten zu differenzierten pharmakodynamischen 
Wirkungen des CsA und dessen Metaboliten gibt, liegt der Schluss nahe, dass die 
Gesamtwirkung des CsA auf die mRNA Genexpression auch auf den additiven bzw. 
synergistischen Wirkungen der Metaboliten beruht. Die immunsuppressive Wirkung 
scheint dagegen allein durch das CsA bedingt zu sein, da unter Eonlabs Therapie der 
Grad an Abstoßungsvorgängen höher ist bzw. die Nierenfunktion nach 
Allotransplantation deutlich eingeschränkt ist. 
Der einzige Unterschied zwischen Neoral und Eonlabs war in der mRNA Genexpression 
des Kollagens-3 feststellbar (Abb.64 S.105). Sie war stärker ausgeprägt unter Gabe des 
Neoral und könnte folglich durch die höheren Gewebespiegel des CsA verursacht worden 
sein.  
Die Genexpression der COX-2 ist unter CsA Gabe niedriger als bei den Kontrolltieren 
(Abb.58 S.100) und wird nach Allotransplantation noch weiter erniedrigt. Eine 
Erniedrigung der COX-2 Expression unter CsA Gabe kann folgendermaßen erklärt 
werden: Eine gesteigerte ET-1 Synthese führt über eine Aktivierung des 
Transpkriptionsfaktors NFAT2 zu einer Erhöhung der COX-2 Genexpression. Die 
Aktivierung des NFAT2 und die Bildung des NFAT2-DNA-Adduktes kann durch CsA 
blockiert werden (Sagimoto et al., 2001). Warum jedoch die Transplantation der Niere zu 
einem weiteren Absinken in der COX-2 mRNA Abundanz führt ist unklar.  
 
 
 
7.5   Histologische Befunde nach Applikation von CsA und nach 
Nierentransplantation 
 
Grundsätzlich kann man die histologische Beurteilung von Schäden durch das CsA auf 
das Nierengewebe und die Histopathologie der Abstossungsprozesse in der Niere gut 
voneinander trennen. Die Problematik in der Praxis ist jedoch dadurch bedingt, dass sich 
die Schädigungen von Nierenstrukturen durch das CsA und durch die 
Abstossungsvorgänge überlagern bzw. sich gegenseitig verstärken können. Dies betrifft 
hauptsächlich die Schäden an den Nierenglomeruli und an interstitiellen Strukturen, wie 
den Tubuli. Die histologischen Schäden an den Gefäßen (Arterien) der Niere sind jedoch 
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in der Regel eindeutig definierbar. Man spricht von der Mikroangiopathie (Arteriolen) 
durch das CsA und von einer Arteriolopathie (Arterien) während einer 
Abstossungsepisode. Schwieriger ist die Unterscheidung der Schäden an den Gefäßen der 
Glomeruli (Mihatsch et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Problem 
durch Gegenüberstellung verschiedener Kontrollgruppen und Differenzierung der 
einzelnen Schäden umgangen (Abb.54-56 S.96-98). Dies ist jedoch bei einer klinischen 
histologischen Diagnose nicht möglich. 
Histologisch waren nach alleiniger Medikation über 6 Wochen keine pathologischen 
Veränderungen in den Nieren der Versuchstiere erkennbar. Zwar waren die 8-IP 
Ausscheidungen leicht erhöht, das SCrea war dagegen nicht unterschiedlich. Die 
gravierendsten Auswirkungen auf die Nierenhistologie waren bei den unterdosierten 
allotransplantierten Tieren erkennbar. Auch waren deutliche Unterschiede zwischen den 
allotransplantierten Tieren unter Neoral und Eonlabs Therapie erkennbar. Die Eonlabs 
Formulierung führte sowohl in transplantierten als auch in nichttransplantierten Tieren zu 
erhöhten Metaboliten Spiegeln und zu erniedrigten CsA Konzentrationen. Es konnte 
jedoch in der Histologie der nichttransplantierten Tiere kein Unterschied zwischen 
Neoral und Eonlabs gefunden werden. Somit scheinen die Metaboliten auf die „gesunde“ 
Niere keine negativen Einflüsse zu besitzen. Die pathologischen Befunde in der 
Histologie der Nieren der TXEON Ratten können daher auf die Folgen der niedrigeren 
CsA Konzentrationen und die damit verbundene unzureichende Immunsuppression 
zurückgeführt werden. Obwohl die Nieren der isotransplantierten Tiere keine 
histologischen Schäden aufweisen, so können nach Allotransplantation doch alle 
möglichen Schäden (warme und kalte Ischämiezeit, Reperfusionsschaden bzw. CsA und 
CM Toxizität) das histologische Bild bestimmen.  
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8   Zusammenfassung 
 
8.1   Untersuchungen zur Bioäquivalenz der Pharmaka Sandimmun®Neoral, 
Gengraf® und Cyclosporine A Eonlabs® 
 
Die geltenden Zulassungsvoraussetzungen für Generika des CsA scheinen die zweifellos 
vorhanden Unterschiede in den galenischen Zubereitungen nicht vollständig zu erfassen. 
In dieser Arbeit konnten signifikante Unterschiede in der Bioverfügbarkeit, im 
Metabolismus und in der Effektivität der Immunsuppression von bioäquivalenten 
Arzneimitteln nach Nierentransplantation in Ratten dargestellt werden. Das Produkt der 
Fa. Eonlabs scheint deutlich weniger effizient zu sein als die CsA Arzneimittel der 
Firmen Novartis und Abbott. Zwar wurden die Originalprodukte durch Auflösen der 
Kapseln verändert, jedoch galten für alle drei Produkte dieselben Ausgangsbedingungen. 
Des Weiteren können die gefundenen Unterschiede in einem genetisch sehr homogenen 
Rattenkollektiv in der klinischen Situation bei organtransplantierten Patienten oder bei 
Probanden durch die starke Variabilität in der Bioverfügbarkeit des CsA maskiert 
werden. Man wird erst im Laufe mehrerer Jahre und nach mehrfachem Austausch der 
immunsuppressiven Medikamente die möglichen Folgen auf die 
Transplantatüberlebensrate feststellen können. 
Darüber hinaus ist das Profil der CsA Metaboliten z.B. im Vollblut der Ratten abhängig 
von der Galenik des verwendeten Pharmakons. 
 
 
8.2   Auswirkungen des CsA auf verschiedene mRNA Genexpressionen in der Niere 
 
Die vorhandenen Unterschiede in den Blut- und Gewebekonzentrationen des CsA nach 
Applikation der drei Pharmaka führen zu keinen Differenzen in der mRNA 
Genexpression des Renins, der COX-1 und -2, der Endotheline-1 und -3, sowie deren 
Rezeptoren und des Kollagens-1 und Fibrinogens. Somit scheinen die höheren 
Metaboliten Werte nach Eonlabs Gabe eine additive oder synergistische Wirkung 
bezüglich der mRNA Abundanz in der Niere zu besitzen. Die immunsuppressive 
Wirkung dagegen wird alleine durch die Muttersubstanz bestimmt.  
Der einzige gefundene Unterschied in der Genexpression zwischen Neoral und Eonlabs 
war die höhere Genexpression des Kollagens-3 im Nierengewebe nach Gabe des Neoral. 
Folglich könnte diese Erhöhung stärker von der Konzentration der Muttersubstanz 
abhängen als von vorhandenen Metaboliten des CsA. 
 
 
8.3   Veränderung des Metabolismus des CsA nach Nierentransplantation 
 
Der Metabolismus des CsA ist nach Allotransplantation der Niere in Ratten intensiver als 
bei nichttransplantierten Tieren. Dies zeigt sich hauptsächlich in der Konzentration des 
vornehmlich in der Dünndarmmucosa gebildeten Metaboliten AM4N. Die Ausscheidung 
des AM4N in den Urin spiegelt die erhöhten Gehalte im Vollblut und in den 
Körpergeweben wider, wodurch die Bestimmung des AM4N im Urin eine 
Diskussion
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empfehlenswerte Möglichkeit zur Ermittlung einer gestörten CsA Resorption nach 
Transplantation der Niere wäre.  
Die Bioverfügbarkeit des CsA unterliegt nach Nierentransplantation größeren 
Schwankungen, wobei Versuche zur Ermittlung der zugrunde liegenden Mechanismen 
auf eine Beteiligung von Cytokinen, wie dem IL-2, hindeuten. Es konnte kein Einfluss 
der Nierenfunktion auf die Bioverfügbarkeit des CsA nachgewiesen werden. Der 
Anfangs beschrieben Circulus vitiosus (2.3 S.29) scheint sich zu bestätigen, da eine 
unzureichende Immunsuppression zu erhöhten IL-2 Spiegeln führt, welche wiederum die 
Resorption des CsA erniedrigen können. Dieser Zusammenhang steht auch im Einklang 
mit der Tatsache, dass der Beginn der CsA Therapie bei bereits manifesten 
Abstoßungsvorgängen keinen großen Nutzen mehr hat. Weiterführende Untersuchungen 
zur gezielten Beeinflussung der CYP3A Genexpression im Dünndarm und in der Leber 
durch verschiedene Cytokine wird der Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein. 
Eine neue Erkenntnis sind auch die stark unterschiedlichen Gewebekonzentrationen der 
Metaboliten des CsA in den untersuchten Organen. Es ist einleuchtend, dass die 
Metaboliten in der Leber, neben dem Dünndarm der Hauptmetabolisierungsort des CsA, 
in höheren Konzentrationen vorliegen als in anderen Organen. Die unterschiedlichen 
Gehalte im Thymus, in der Milz und in den Nieren könnten auf unterschiedlichen 
Gewebegängigkeiten der Metaboliten beruhen oder durch gewebespezifischen 
Stoffwechsel bedingt sein. 
 
 
 
8.4   Histopathologie der Nieren 
 
Durch Begutachtung der Nierenschnitte der einzelnen Tierversuchsgruppen waren 
detaillierte Aussagen bezüglich der Nephrotoxizität des CsA und der morphologischen 
Veränderungen aufgrund von Abstoßungsprozessen möglich. Die Anwendung des CsA 
alleine verursachte keine erkennbaren Schäden an den Nieren der Ratten. Jedoch waren 
die Befunde nach Transplantation und Gabe von Eonlabs negativer als unter Neoral und 
Gengraf Therapie. Starke pathologische Veränderungen fanden sich in den 
Nierenschnitten der unterdosierten Vergleichsgruppe. 
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9   Schlussfolgerung und Ausblick 
 
Im Rahmen des Zulassungsverfahren von Generika des Neoral muss die Einbeziehung 
von Risikogruppen, z.B. organtransplantierte Patienten, ältere Patienten (über 60 Jahre), 
bekannte Malabsorberkollektive wie Kinder, Menschen schwarzer Hautfarbe und 
Asiaten, in klinische Studien gefordert werden. Nur so können im Vorfeld eventuelle 
Unterschiede ganzheitlich erfasst werden, denn bei Arzneistoffen mit geringer 
therapeutischer Breite wie dem CsA ist die Bioäquivalenz bei gesunden Probanden nicht 
gleichbedeutend mit einer klinischen Äquivalenz bei Patienten und anderen 
Risikogruppen. Wie auch in der einschlägigen Literatur vorgeschlagen wird, sollte bei 
der Anwendung von generischen CsA Pharmaka bei nierentransplantierten Patienten eine 
umfassendere Kontrolle der CsA Spiegel durchgeführt werden. Der wirtschaftliche 
Vorteil der Anwendung von Generika des Neoral wäre nicht mehr gegeben, würden 
ausgedehnte klinische Studien an Patienten durchgeführt werden und müssten intensivere 
Überwachungen über einen längeren Zeitraum bei der Anwendung an Patienten 
angewendet werden. 
Ein weiterer Punkt, der bei der Zulassung Aufschluss über das Ausmaß der Resorption 
geben könnte, wäre die Ermittlung der Hauptmetaboliten des CsA. In diesem 
Zusammenhang sollte auch gefordert werden, dass die Analytik bei Probanden- bzw. 
Patientenstudien ausschließlich mit der HPLC durchgeführt wird. Die Verwendung von 
verschiedenen Radioimmunoassays (RIA) birgt immer das Risiko der Kreuzreaktion mit 
den Metaboliten bei der Bestimmung der CsA Konzentrationen. Die Vergleichbarkeit der 
Studienergebnisse bei Anwendung verschiedener analytischer Methoden bzw. 
verschiedener RIAs ist zudem fraglich. Die Verwendung von „Durchschnits-AUCs“ aus 
den arithmetischen Mittelwerten der Blutkonzentrationen der einzelnen Probanden im 
Rahmen der Zulassung von Generika ist ein weiterer Kritikpunkt, da durch diese 
Methode die intraindividuellen Schwankungen der Messwerte nur unzureichend 
berücksichtigt werden. Deswegen muss die Angabe der individuellen AUCs und die 
damit verbundenen individuellen Schwankungen der Probandendaten gefordert werden 
(HaugIII et al., 2000).  
 
Um die Mechanismen der Beeinflussung des Metabolismus des CsA nach 
Organtransplantation bzw. der CYP3A Enzyminduktion besser verstehen zu können sind 
weitere gezielte Experimente mit verschiedenen Cytokinen notwendig. In der Zukunft 
könnte das Wissen um diese Zusammenhänge ein gezieltes pharmakologisches 
Eingreifen zur Verbesserung der CsA Bioverfügbarkeit ermöglichen. 
 
Bei der histologischen Begutachtung von Biopsie-Proben von Nieren, deren 
Transplantation mehr als 10 Jahre zurückliegt, kann man auch trotz konstanter CsA 
Spiegel starke morphologische Veränderungen feststellen (Libby et al., 2001; Waller et 
al., 2001). Diese chronischen Abstoßungsprozesse können mit den derzeit verfügbaren 
Arzneistoffen nicht behandelt werden. Neue Pharmaka, wie z.B. das Makrolidderivat 
Rapamycin, oder neue molekularbiologische Erkenntnisse über die ablaufenden 
Vorgänge in der Niere (z.B. Steigerung der TGFβ Expression) führen vielleicht schon in 
absehbarer Zukunft zu effektiveren immunsuppressiven Langzeittherapien. 
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